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Introduction
Le dogme central de la biologie mole´culaire pre´sente la synthe`se prote´ique comme un transfert
de l’information porte´e par l’ADN vers les prote´ines, via l’ARN messager. Il existe cependant
chez les bacte´ries et les champignons une voie alternative synthe´tisant des peptides actifs, par le
biais de grands complexes multi-enzymatiques, les synthe´tases ou NRPS (NonRibosomal Peptide
Synthetases). Les peptides non-ribosomiaux sont des mole´cules d’une grande importance pharma-
ceutique car elles ont e´te´ optimise´es durant des millions d’anne´es d’e´volution pour jouer des roˆles
importants dans la de´fense et la communication pour les organismes producteurs. Les peptides
non-ribosomiaux couvrent un large spectre d’activite´s biologiques et d’applications pharmaceu-
tiques. En effet, ils peuvent eˆtre des antibiotiques, des immuno-suppresseurs, des anti-tumoraux,
des toxines ou encore des side´rophores. La cyclosporine, un immuno-suppresseur utilise´ apre`s une
greffe, la daptomycine (commercialise´e sous le nom de Cubicin) utilise´e dans le traitement de cer-
taines infections par des bacte´ries a` Gram positif, le tripeptide ACV, pre´curseur de la pe´nicilline,
le plus ce´le`bre antibiotique ou encore la ble´omycine, utilise´e dans le traitement de certains can-
cers sont des exemples de peptides non-ribosomiaux pre´sentant des proprie´te´s pharmaceutiques
importantes.
Les peptides non-ribosomiaux pre´sentent des caracte´ristiques spe´cifiques par rapport aux
peptides classiques, notamment dans leur composition et leur structure primaire. En plus des
vingt acides amine´s prote´oge´niques, d’autres acides amine´s sont incorpore´s, comme par exemple
la kynure´nine, ou encore des acides amine´s prote´oge´niques modifie´s, comme l’isome`re D d’un
acide amine´. Ils peuvent e´galement eˆtre modifie´s par la synthe´tase apre`s leur se´lection, par
exemple, avec l’ajout d’un groupement me´thyl. Enfin, des compose´s provenant d’autres voies de
synthe`se sont e´galement incorpore´s pour former des lipopeptides ou glycopeptides.
La structure primaire des peptides non-ribosomiaux peut eˆtre line´aire, comme dans le cas
des peptides ribosomiaux, mais est souvent plus complexe. En effet, elle peut eˆtre cyclique (par-
tiellement ou totalement), branche´e et meˆme poly-cyclique.
Les activite´s biologiques importantes et varie´es font de ces peptides des compose´s de grand
inte´reˆt et de plus en plus e´tudie´s. L’enjeu actuel est le de´veloppement d’approches ge´ne´tiques
ou enzymatiques pour l’obtention de nouveaux peptides. En modifiant les synthe´tases, le but est
d’obtenir des nouveaux compose´s actifs ou de modifier des compose´s naturels afin d’ame´liorer
leurs activite´s. Pour ce faire, une bonne connaissance du syste`me de biosynthe`se, mais aussi des
peptides produits, est ne´cessaire.
Une e´quipe du laboratoire ProBioGEM (Laboratoire des Proce´de´s Biologiques Ge´nie Enzy-
matique et Microbien) travaille sur les peptides non-ribosomiaux. Durant leurs recherches, ils ont
eu besoin d’outils informatiques permettant la comparaison des peptides non-ribosomiaux. En
effet, lors de l’identification d’un peptide, la premie`re e´tape est de savoir si ce peptide a de´ja` e´te´
de´crit, ensuite, dans le cas ou` ce peptide n’a jamais e´te´ de´crit, la seconde e´tape est d’identifier
des peptides connus pre´sentant des similarite´s avec le peptide d’inte´reˆt afin de pouvoir mettre en
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e´vidence des proprie´te´s biologiques potentielles et orienter les validations expe´rimentales. Cepen-
dant, aucun outil de ce type n’e´tait disponible. Ils se sont donc rapproche´s de l’e´quipe SEQUOIA
du LIFL (Laboratoire d’Informatique Fondamentale de Lille), spe´cialise´e dans le de´veloppement
d’outils informatiques pour la biologie. La collaboration entre ces deux e´quipes a commence´ par
le co-encadrement de cette the`se dont le but est de centraliser les donne´es concernant les peptides
non-ribosomiaux et leurs monome`res, ainsi que de de´velopper des outils informatiques facilitant
leur analyse.
La premie`re e´tape a e´te´ de re´aliser une e´tude bibliographique sur les peptides non-ribosomiaux
et leur voie de biosynthe`se afin de comprendre et de mettre en e´vidence leurs spe´cificite´s par
rapport aux peptides ribosomiaux beaucoup mieux connus (chapitre 1).
Nous avons ensuite fait le bilan des outils bioinformatiques existants (chapitre 2). Plusieurs
banques de donne´es contiennent des peptides non-ribosomiaux mais aucune ressource centralisant
les donne´es sur ces peptides n’e´tait disponible au commencement de ce travail. De meˆme, des
outils d’analyse des synthe´tases et de pre´diction de peptides sont disponibles, mais aucun outil
permettant l’analyse de ces peptides n’existait.
Les peptides non-ribosomiaux pre´sentent des caracte´ristiques spe´cifiques au niveau de leur
composition et de leur structure, ce qui rend impossible l’utilisation des outils et mode´lisations
utilise´s pour les peptides ribosomiaux. Nous avons donc de´veloppe´ une mode´lisation spe´cifique,
base´e sur des graphes e´tiquete´s non-oriente´s, pour repre´senter ces peptides particuliers, ainsi que
des outils informatiques permettant leur analyse (chapitre 3). Nous avons de´veloppe´ des outils de
comparaison de compositions monome´riques, de comparaison stricte de structures, de recherche
de motifs structuraux et aussi de recherche de similarite´s.
Dans le but d’e´valuer toute la diversite´ des peptides non-ribosomiaux et de centraliser
les donne´es sur ces peptides, nous avons de´veloppe´ Norine, la premie`re ressource publique
entie`rement de´die´e aux peptides non-ribosomiaux (http://bioinfo.lifl.fr/norine) (chapitre
4). Norine contient une base de donne´es regroupant actuellement plus de 1 000 peptides ainsi
qu’une interface web permettant d’interroger la base en fonction des diffe´rentes annotations, mais
aussi a` partir de donne´es structurales, graˆce aux outils informatiques pre´sente´s dans le chapitre
3.
Nous avons re´alise´ des analyses statistiques sur les donne´es contenues dans Norine, pour
e´tudier les spe´cificite´s des peptides non-ribosomiaux et de leurs monome`res (chapitre 5). Ces
expe´riences sont les premie`res a` traiter un nombre aussi important de monome`res et de peptides
non-ribosomiaux et ont permis la mise en e´vidence de proprie´te´s tre`s inte´ressantes. Par exemple,
nous avons montre´ qu’il existe une spe´cificite´ des monome`res en fonction de l’activite´ biologique.
Cette observation nous a conduit au de´veloppement d’un outil d’aide a` la pre´diction de l’activite´
biologique a` partir de la composition en monome`res d’un peptide.
Nous avons ensuite proce´de´ a` l’analyse de peptides non-ribosomiaux putatifs a` partir de la
se´quence de ge´nomes (chapitre 6). Nous avons pre´dit des peptides produits par des synthe´tases
putatives identifie´es dans un ge´nome, puis a` l’aide de Norine nous avons de´duit des proprie´te´s
biologiques pour ces peptides. En e´tudiant le ge´nome de Pseudomonas entomophila, nous avons
mis en e´vidence la synthe`se potentielle d’une nouvelle pyoverdine ; nous avons ensuite valide´ cette
pre´diction expe´rimentalement.
2
Chapitre 1
Contexte Biologique
Dans cette section, nous introduisons les diffe´rentes notions biologiques ne´cessaires a` la
compre´hension du travail re´alise´. Dans un premier temps, nous rappellerons les e´le´ments in-
tervenant dans la synthe`se peptidique. Nous pre´senterons ensuite la voie non-ribosomiale qui
est une voie alternative a` la voie classique pour la production de peptides. Nous verrons ensuite
les caracte´ristiques des peptides synthe´tise´s par la voie non-ribosomiale. Pour finir, nous nous
inte´resserons aux perspectives ouvertes par cette voie de synthe`se originale pour l’obtention de
nouvelles mole´cules.
1.1 Synthe`se peptidique
1.1.1 Acides amine´s
Les acides amine´s sont les unite´s structurales de base des prote´ines et des peptides. Les acides
amine´s naturels sont essentiellement des acides α-amine´s. Un acide α-amine´ est une mole´cule
organique posse´dant une fonction amine (-NH2) et un acide carboxylique (-COOH) tous deux
lie´s a` un atome de carbone appele´ carbone α [Voet et al., 2007a]. Le terme « acide α-amine´ » est
souvent ge´ne´ralise´ par le terme « acide amine´ ». Tous les acides amine´s pre´sentent cette structure
commune appele´e chaˆıne principale. Le carbone α porte e´galement la chaˆıne late´rale ou radical,
symbolise´ par R, qui est spe´cifique a` un acide amine´ donne´. La figure 1.1 montre la structure
commune a` tous les acides amine´s.
N
H
H
H
O
O
R
H
C*C
Fig. 1.1 – Structure commune a` tous
les acides amine´s. Le carbone α est
marque´ par *.
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NH2COOH
Isomere L Isomere D
C*
R
H
NH2 COOH
Fig. 1.2 – Isome´rie L et isome´rie D
pour les acides amine´s. Le carbone α
est marque´ par *.
Le carbone α est asyme´trique, c’est-a`-dire qu’il porte quatre groupements diffe´rents, sauf
pour la glycine ou` R = H. L’asyme´trie du carbone α fait donc des acides amine´s des mole´cules
chirales. Deux isome`res sont observe´s pour un acide amine´ donne´, l’un de la se´rie D et l’autre de
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la se´rie L [Voet et al., 2007a]. L’isome´rie est donne´e par l’ordre d’apparition dans le sens horaire
ou anti-horaire des groupements du carbone α. La figure 1.2 montre les deux isome`res D et L
pour les acides amine´s. Les acides amine´s L repre´sentent la majorite´ des acides amine´s trouve´s
au sein des mole´cules du vivant.
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se´rine thre´onine tryptophane tyrosine valine
S - Ser T - Thr W - Trp Y - Tyr V - Val
Tab. 1.1 – Les 20 acides amine´s prote´oge´niques.
Les acides amine´s se diffe´rencient par la nature de leur radical. Chez l’homme et la plupart
des espe`ces, 20 acides amine´s sont incorpore´s dans les prote´ines et peptides [Voet et al., 2007a].
Ces vingt acides amine´s sont appele´s acides amine´s prote´oge´niques. Par raison de commodite´,
une nomenclature universelle a e´te´ adopte´e, repre´sentant les vingt acides amine´s par un code a`
trois lettres et un code a` une lettre. La table 1.1 montre la structure chimique des vingt acides
amine´s prote´oge´niques, avec leur nom et les codes a` une et trois lettres correspondants.
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Chaque acide amine´ posse`de un radical spe´cifique pre´sentant des proprie´te´s physico-chimiques
particulie`res. Ainsi, les acides amine´s sont classe´s en groupes pre´sentant des proprie´te´s similaires.
Par exemple, ils peuvent eˆtre classe´s en fonction de la nature de leur radical. Dans ce cas, les acides
amine´s pre´sentant une chaˆıne hydrocarbone´e (contenant uniquement des atomes de carbone et
d’hydroge`ne) sont regroupe´s (Gly, Ala, Ile, Leu et Val), ainsi que ceux pre´sentant une fonction
hydroxyle (Ser et Thr), une fonction carboxylique supple´mentaire (Asp et Glu), un groupement
soufre´ (Cys et Met), une fonction amide (Asn et Gln), une fonction amine supple´mentaire (Lys,
Arg et His), un he´te´rocycle (Pro) ou un cycle aromatique (Phe, Trp et Tyr). Les acides amine´s
peuvent e´galement eˆtre classe´s en fonction des proprie´te´s physico-chimiques donne´es par le radical
[Voet et al., 2007a]. En ge´ne´ral, trois proprie´te´s sont distingue´es : les acides amine´s apolaires, les
acides amine´s polaires charge´s et les acides amine´s polaires non-charge´s .
Fig. 1.3 – Diagramme de Venn des proprie´te´s des acides amine´s
La figure 1.3 pre´sente une classification possible des acides amine´s, base´e sur les donne´es
issues d’une e´tude de leurs caracte´ristiques [Livingstone and Barton, 1993].
H
N
H
H
H
R
C*C
O
N
H
O
O
R
H
C*C
Fig. 1.4 – Formation d’une liaison peptidique entre deux acides amine´s
Deux acides amine´s sont lie´s entre eux au sein d’une prote´ine par une liaison peptidique
forme´e entre l’acide carboxylique du premier acide amine´ et la fonction amine du second, avec
e´limination d’une mole´cule d’eau [Voet et al., 2007a]. La figure 1.4 montre la formation d’une
liaison peptidique entre deux acides amine´s.
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1.1.2 Peptides et prote´ines
Une prote´ine est une macromole´cule compose´e d’acides amine´s lie´s entre eux par des liaisons
peptidiques. Les prote´ines remplissent des roˆles importants et varie´s au sein des organismes
vivants et sont essentielles a` la vie. En ge´ne´ral, le terme prote´ine repre´sente une chaˆıne de plus
de 40 acides amine´s et celui de peptide une chaˆıne plus petite [Voet et al., 2007b]. Cependant,
cette re`gle n’est pas absolue et dans certains cas, des compose´s de 50 acides amine´s sont encore
appele´s peptides. La diffe´rence entre peptide et prote´ine se situe simplement au niveau du nombre
d’acides amine´s, par conse´quent, toutes les proprie´te´s donne´es par la suite pour les prote´ines sont
les meˆmes pour les peptides, sauf pour la structure car les peptides sont souvent trop petits pour
pre´senter des structures autres que primaires.
Fig. 1.5 – Structure des prote´ines : de la structure primaire a` la structure quaternaire
La figure 1.5 montre la structure des prote´ines. La structure primaire d’une prote´ine,
e´galement appele´e se´quence prote´ique, correspond a` l’enchaˆınement des acides amine´s. Ces
polyme`res sont line´aires et non ramifie´s [Voet et al., 2007a]. La structure primaire d’une prote´ine
a un sens de´fini. Le premier acide amine´ de la se´quence prote´ique est par convention, et aussi selon
l’ordre de la synthe`se, celui qui a la fonction amine libre. Il constitue l’extre´mite´ N-terminale. Le
dernier acide amine´ est celui qui pre´sente l’acide carboxylique libre. Il constitue alors l’extre´mite´
C-terminale. La structure secondaire des prote´ines de´crit le repliement local de la chaˆıne prin-
cipale. L’existence des structures secondaires est due aux repliements e´nerge´tiques favorables
de la chaˆıne peptidique. Les structures secondaires comprennent principalement les he´lices α,
les feuillets β et les coudes [Voet et al., 2007c]. La structure tertiaire correspond au repliement
de la prote´ine dans l’espace, provoque´ par les interactions entre les diffe´rentes structures sec-
ondaires [Voet et al., 2007c]. Enfin, la structure quaternaire correspond a` l’agencement spatial
de plusieurs chaˆınes peptidiques qui s’associent de manie`re non covalente [Voet et al., 2007c].
Les prote´ines sont synthe´tise´es par ajouts successifs d’acides amine´s. L’ordre des acides amine´s
incorpore´s est donne´ par l’information porte´e par le ge´nome. Cette synthe`se s’inscrit dans le
dogme central de la biologie mole´culaire.
1.1.3 Synthe`se peptidique : le dogme central de la biologie mole´culaire
Le dogme central de la biologie mole´culaire fut introduit par Francis Crick en 1958. Il fait
intervenir trois entite´s biologiques. Tout d’abord, l’Acide De´soxyriboNucle´ique (ADN) est le sup-
port de l’information ge´ne´tique, information permettant le de´veloppement et le fonctionnement
d’un organisme. Il constitue le ge´nome des eˆtres vivants. L’ADN est forme´ par l’assemblage de
nucle´otides [Voet et al., 2007d]. Quatre nucle´otides forment l’ADN : l’ade´nine (A), la cytosine
(C), la guanine (G) et la thymine (T). Ces nucle´otides sont comple´mentaires deux a` deux, le
A est comple´mentaire du T et le C du G. L’ADN est en fait compose´ de deux brins se faisant
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face, et formant une double he´lice graˆce a` la comple´mentarite´ des nucle´otides se trouvant face
a` face sur chacun des brins. La seconde entite´ biologique est l’Acide RiboNucle´ique (ARN).
Il existe diffe´rents ARN. L’ARN messager (ARNm) est le support temporaire de l’information
ge´ne´tique. En effet, c’est lui qui sert ensuite de matrice pour la synthe`se prote´ique. L’ARNm est
simple brin et est compose´ comme l’ADN de quatre nucle´otides : les nucle´otides A, C et G mais
dans l’ARNm le T est remplace´ par l’uracile (U) [Voet et al., 2007d]. Enfin, la dernie`re entite´
biologique intervenant dans le dogme central est la prote´ine, pre´sente´e pre´ce´demment.
Le dogme central de la biologie mole´culaire pre´sente la synthe`se prote´ique comme un transfert
de l’information porte´e par l’ADN vers les prote´ines, via l’ARNm. La figure 1.6 montre de manie`re
sche´matique le principe du dogme central de la biologie mole´culaire.
Fig. 1.6 – Le dogme central de la biologie mole´culaire
Lors de la transcription, les re´gions codantes, de l’ADN, c’est-a`-dire les ge`nes, sont copie´es
en mole´cules d’ARNm graˆce aux ARN-polyme´rases [Voet et al., 2007e]. Lors de la traduction,
l’ARNm est traduit en prote´ine. La traduction est l’interpre´tation des codons de l’ARNm en
acides amine´s qui se fait graˆce aux ribosomes [Voet et al., 2007f] et aux ARN de transfert (ARNt).
Un ARNt transfe`re un acide amine´ donne´ a` la chaine prote´ique en cours d’e´longation au sein
du ribosome. Les ribosomes sont constitue´s d’ARN ribosomiques et de prote´ines ribosomiques.
Les ribosomes sont constitue´s de deux sous-unite´s, une plus petite qui « lit » l’ARNm et une
plus grosse qui se charge de la synthe`se de la prote´ine correspondante. Un codon est un triplet
de nucle´otides. Chaque codon correspond a` un acide amine´ donne´. A l’inverse, un acide amine´
peut eˆtre code´ par plusieurs codons. L’ensemble des correspondances codon/acide amine´ forme
le code ge´ne´tique. Il existe 64 codons pour 20 acides amine´s. C’est pour cette raison que le code
ge´ne´tique est dit « de´ge´ne´re´ ».
Selon le dogme central, toute prote´ine (ou peptide) est synthe´tise´e a` partir de l’information
porte´e par l’ADN, via l’ARNm. Cependant, il existe chez les bacte´ries et les champignons, une
voie alternative qui ne suit pas ce sche´ma. Cette synthe`se peptidique non-ribosomiale, comme
son nom l’indique, ne s’effectue pas au sein des ribosomes mais par le biais de grandes prote´ines
multi-fonctionnelles.
1.2 Synthe`se peptidique non-ribosomiale
1.2.1 Ge´ne´ralite´s
Cette voie originale fut de´crite pour la premie`res fois en 1971 dans le cadre de l’e´tude
du me´canisme de biosynthe`se de deux antibiotiques : la gramicidine S et la tyrocidine
[Lipmann et al., 1971].
Conside´re´ comme relativement anecdotique dans les anne´es 70, le me´canisme non-ribosomial a
pris de plus en plus d’importance dans la litte´rature scientifique. La figure 1.7 montre l’e´volution
du nombre de publications, au sein de PubMed, traitant de la synthe`se non-ribosomiale en
fonction de l’anne´e de parution.
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Fig. 1.7 – Nombre de publications par anne´e, de 1990 a` 2008, au sein de PubMed, traitant
de la synthe`se non-ribosomiale (requeˆte utilise´e : ”nonribosomal peptide” OR ”non-ribosomal
peptide”)
Le nombre de publications concernant cette synthe`se subit une croissance exponentielle, ce
qui montre l’inte´reˆt grandissant des chercheurs pour cette voie originale. Une premie`re raison est
le fait que les peptides produits par la voie non-ribosomiale pre´sentent des activite´s varie´es et
ayant des de´bouche´s industriels potentiels. Par exemple, le pre´curseur de la pe´nicilline, ce´le`bre
antibiotique de´couvert par Alexander Fleming en 1928, est synthe´tise´ par la voie non-ribosomiale
[Kallow et al., 1997]. D’autre part, le se´quenc¸age de nombreux ge´nomes a permis la mise en
e´vidence de nombreux ge`nes implique´s dans cette voie de synthe`se.
Les synthe´tases ou NRPS (non-ribosomal peptide synthetases) sont les enzymes responsables
de la synthe`se peptidique non-ribosomiale. Ce sont de grands complexes qui repre´sentent a` la fois
la matrice, roˆle comparable a` celui de l’ARNm dans la voie classique, mais aussi la machinerie
biosynthe´tique, fonction effectue´e par les ribosomes et les ARNt au sein de la synthe`se prote´ique
classique.
1.2.2 Synthe´tases
Organisation des synthe´tases
Les synthe´tases sont de grands complexes multi-enzymatiques. Elles meˆmes sont synthe´tise´es
par la voie classique du dogme central. Plusieurs synthe´tases peuvent eˆtre ne´cessaires a` la synthe`se
d’un peptide. Les ge`nes codant des synthe´tases intervenant dans la synthe`se d’un meˆme peptide
sont ge´ne´ralement organise´s en ope´rons ou en clusters [Schwarzer et al., 2003]. La figure 1.8
montre l’organisation des synthe´tases conduisant a` la production de la surfactine. La surfactine
pre´sente diffe´rentes activite´s biologiques (antibiotique, surfactant). Elle est produite par Bacillus
subtilis [Peypoux et al., 1999]. La figure 1.9 montre la structure de la surfactine qui est un
lipopeptide cyclique compose´ d’un heptapeptide et d’un acide gras.
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module 1
module 2 module 4
module 5
Te Te
module 3
module 6
module 7
C C C C C CC A A A A A A
T T T T T T T
E EA
L−LeuL−Glu D−Leu L−Val L−Asp D−Leu L−Leu
acide gras
SrfA−A SrfA−B SrfA−DSrfA−C
Fig. 1.8 – Organisation des synthe´tases : exemple de la surfactine
A : domaine d’ade´nylation ; T : domaine de thiolation ; C : domaine de condensation ; Te : domaine de la
thioeste´rase ; E : domaine d’e´pime´risation
Quatre prote´ines sont ne´cessaires pour la production de la surfactine (cf. figure 1.8). Elles sont
code´es par les ge`nes SrfA-A, SrfA-B, SrfA-C et SrfA-D [Peypoux et al., 1999]. Les synthe´tases
sont organise´es en modules. Chaque module est responsable de l’incorporation d’un acide amine´
spe´cifique dans la chaˆıne peptidique en formation. Sept modules sont ne´cessaires a` la production
de la surfactine (cf. figure 1.8). Chaque module incorpore un acide amine´ donne´. Par exemple,
le module 1 incorpore l’acide glutamique et le module 5 incorpore l’acide aspartique.
Fig. 1.9 – Structure de la surfactine
Chaque module est lui meˆme organise´ en domaines. Chaque domaine pre´sente une fonction
enzymatique particulie`re dans l’incorporation ou la modification des acides amine´s. Les diffe´rents
domaines sont classe´s en deux cate´gories : les domaines principaux et les domaines secondaires.
Domaines principaux
Les domaines principaux sont les domaines obligatoires pour le fonctionnement d’une
synthe´tase. Ils sont au nombre de quatre [Schwarzer et al., 2003] :
– le domaine d’ade´nylation (A) : il se´lectionne et active un acide amine´ spe´cifique. L’acide
amine´ est transforme´ en aminoacyl ade´nylate.
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– le domaine de thiolation (T), aussi appele´ domaine PCP (peptidyl carrier protein) : il
fixe l’acide amine´ sur la synthe´tase de fac¸on covalente par l’interme´diaire d’une liaison
thioester.
– le domaine de condensation (C) : il forme la liaison peptidique entre les deux acides amine´s
de modules adjacents.
– le domaine de la thioeste´rase (Te) : il libe`re le peptide ne´oforme´. Ce domaine permet
e´galement la cyclisation de certains peptides [Trauger et al., 2000].
Ces domaines forment trois cate´gories de modules. Tout d’abord, le module d’initiation est
compose´ d’un domaine A et d’un domaine T. Il initie la biosynthe`se peptidique. Le second,
appele´ module d’e´longation, comprend les domaines C, A et T. Il accomplit l’e´longation de la
chaˆıne peptidique en formation. Enfin, le dernier, appele´ module de terminaison, comprend en
plus des domaines C, A et T un domaine Te. Il permet l’incorporation d’un dernier acide amine´
et la libe´ration du peptide.
AA1
A
T
AC T
n
A
T
AC T Te
AC T Te
A
T
AA1
AC T Te
A
T
AA1
AA2
...
AAt
AA1
AA2
...
AAt
AA2
AA2
AA1
S S
AAt
S
AAt
module module module
d’initiation de terminaisond’elongation
AC T
S
n
S
AA2
AC T TeAC T
n
AC T
n
S
du peptide
liberation
n AA
AAt
Fig. 1.10 – Biosynthe`se d’un peptide
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La figure 1.10 montre de fac¸on sche´matique la biosynthe`se d’un peptide par une synthe´tase.
Dans un premier temps, le domaine A du module d’initiation se´lectionne et active l’acide amine´
1. Ensuite, le domaine T du premier module fixe de fac¸on covalente l’acide amine´ 1 sur la
synthe´tase. Les meˆmes re´actions se de´roulent au sein du module d’e´longation conduisant a` la
fixation de l’acide amine´ 2 sur la synthe´tase. L’e´tape suivante est re´alise´e par le domaine C du
second module. Le domaine C forme la liaison peptidique entre les acides amine´s 1 et 2. Les n
domaines d’e´longation ajoutent n acides amine´s a` la chaˆıne peptidique en formation. La dernie`re
e´tape est la libe´ration du peptide graˆce au domaine Te du module de terminaison.
Les domaines principaux suffisent pour la biosynthe`se de peptides. Cependant, il existe une
autre cate´gorie de domaines, les domaines secondaires qui modifient les acides amine´s incorpore´s.
Domaines secondaires
Les domaines secondaires sont des domaines facultatifs qui modifient les acides amine´s in-
corpore´s lors de la biosynthe`se. Il existe diffe´rents domaines secondaires. Le plus re´pandu est le
domaine d’e´pime´risation (E) qui transforme un acide amine´ L en son isome`re D (figure 1.11).
La synthe´tase de la surfactine contient deux domaines E (figure 1.8). Ces deux domaines E for-
ment les deux D-leucines pre´sentes dans la surfactine. De nombreux isome`res D sont observe´s
au sein des peptides NRPS. Ils sont obtenus soit par la pre´sence d’un domaine E, soit par la
se´lection d’un acide amine´ D par le domaine A. Par exemple, la synthe´tase de l’arthrofactine, un
biosurfactant produit par Pseudomonas sp. MIS38, ne posse`de pas de domaine E alors que des
acides amine´s D sont pre´sents au sein du peptide [Roongsawang et al., 2003]. Il existe e´galement
des domaines de condensation pre´sentant une activite´ d’e´pime´risation [Balibar et al., 2005]. Ce
domaine, appele´ domaine dual de condensation/e´pime´risation, e´pime´rise l’acide amine´ avant la
formation de la liaison peptidique avec l’acide amine´ du module adjacent.
Fig. 1.11 – Re´action d’e´pime´risation sur
l’acide amine´ fixe´ sur le domaine de thio-
lation
Fig. 1.12 – Re´action d’he´te´rocyclisation en-
tre deux acides amine´s fixe´s sur les do-
maines de thiolation de deux modules ad-
jacents
Un autre domaine secondaire est le domaine d’he´te´rocyclisation (Cy) (figure 1.12). Ce do-
maine peut parfois remplacer le domaine C. Il forme de petits he´te´rocycles au sein des pep-
tides. Ces cyclisations sont obtenues par la formation d’une liaison entre la chaˆıne late´rale de
la se´rine, la thre´onine ou la cyste´ine avec la chaˆıne peptidique principale. Les produits de ces
cyclisations sont des thiazolines (cyste´ine, se´rine) ou des oxazolines (thre´onine). Un exemple
de thiazoline est observe´ dans la bacitracine A, un antibiotique produit par Bacillus subtilis
[Konz et al., 1997]. La vibriobactine, un side´rophore produit par Vibrio cholerae, contient une
oxazoline [Keating et al., 2000]. Les cycles thiazoles ou oxazoles requie`rent la pre´sence d’un do-
maine additionnel. Le domaine d’oxydation (Ox) forme des cycles thiazoles et oxazoles, respec-
tivement a` partir des thiazolines et des oxazolines (figure 1.13). L’e´pothilone, agent anti-tumoral
produit par Sorangium cellulosum, contient un cycle thiazole [Molna´r et al., 2000].
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Fig. 1.13 – Re´action d’oxydation sur l’acide
amine´ fixe´ sur le domaine de thiolation
Fig. 1.14 – Re´action de me´thylation sur
l’acide amine´ fixe´ sur le domaine de thio-
lation
Le domaine de me´thylation (M) ajoute un groupement me´thyl sur l’atome d’azote (N) de
l’acide amine´ (figure 1.14). Les acides amine´s N-me´thyle´s sont fre´quents au sein des peptides
NRPS. Par exemple, la cyclosporine A posse`de 7 acides amine´s N-me´thyle´s sur les 11 qu’elle
contient [Weber et al., 1994].
Le domaine de formylation (F) ajoute un groupement formyle sur l’atome d’azote de l’acide
amine´ (figure 1.15).
Une glutamine N-formyle´e est pre´sente au sein de l’anabaenopeptilide 90-A
[Rouhiainen et al., 2000]. Dans la myxocheline A le groupement carboxyl C-terminal est
re´duit en un groupement alde´hyde [Li et al., 2008]. Cette re´action est re´alise´e par le domaine de
la re´ductase (R) qui remplace le domaine Te dans ce cas particulier (figure 1.16).
Fig. 1.15 – Re´action de formylation sur
l’acide amine´ fixe´ sur le domaine de thio-
lation
Fig. 1.16 – Re´action de re´duction sur
l’acide amine´ fixe´ sur le domaine de thio-
lation
Autres modifications
Certains peptides produits par la voie non-ribosomiale peuvent contenir un acide gras lie´ a`
l’extre´mite´ N-terminale. Ce sont les lipopeptides. Dans ce cas, le module d’initiation commence
souvent par un domaine de condensation supple´mentaire. Ce domaine effectue la liaison entre
l’acide gras et le premier acide amine´.
Apre`s la biosynthe`se, il est possible que le peptide subisse des modifications comme une
glycosylation ou une haloge´nation. Ces modifications sont re´alise´es par des enzymes associe´es
aux synthe´tases. Par exemple, la vancomycine subit des glycosylations et des haloge´nations
[van Wageningen et al., 1998].
De nombreux peptides mixtes NRPS-PKS ont e´te´ identifie´s. Les polyke´tides (ou polyce´tides)
sont synthe´tise´s par la condensation ite´rative d’acides carboxyliques par des enzymes spe´cialise´es,
les polyke´tides synthe´tases (PKS) [Schwarzer and Marahiel, 2001]. Cette synthe`se montre une
grande ressemblance avec celle des acides gras. Il existe 3 types de PKS. Les PKS de type II
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forment un ensemble de prote´ines mono-fonctionnelles. Les PKS de type III n’ont pas de domaines
ACP (acyl carrier protein). Les PKS de type I sont divise´es en deux sous-types : les PKS de
type I ite´ratives, qui re´utilisent des domaines, et les PKS de type I modulaires. Ces dernie`res
posse`dent une organisation modulaire comparable aux NRPS. Chaque module est responsable
de l’incorporation d’une unite´ propionate ou ace´tate au sein du polyke´tide en formation. Chaque
module est lui meˆme organise´ en domaines. Comme dans la synthe`se non-ribosomiale, certains
domaines sont essentiels, d’autres facultatifs. Les quatre domaines principaux sont :
– le domaine de la ke´tosynthase (KS) : il catalyse la re´action d’e´longation lors de la synthe`se.
– le domaine de l’ace´tyltransfe´rase (AT) : il transfert l’unite´ active´e vers le domaine ACP.
Ce domaine est comparable au domaine A des NRPS.
– le domaine acyl carrier protein (ACP) : il a la meˆme fonction que le domaine T des NRPS,
c’est-a`-dire la fixation de l’unite´ carbone´e sur l’enzyme via une liaison thioester.
– le domaine de la thioeste´rase (Te) : il libe`re le polyke´tide.
AL ACP TA
A
C A T C C T C A C A T Ks AT MT KR ACPTAC
C A T C T Cy A T Cy A T Ox
blmVI blmV blmX blmIX blmVIII
blmVII blmIV blmIII
Fig. 1.17 – Organisation des enzymes implique´es dans la synthe`se de la ble´omycine
A : ade´nylation ; ACP : acyl carrier protein ; AL : acylCoA ligase ; AT : acyltransfe´rase ; C :
condensation ; Cy : cyclisation ; KR : ke´tore´ductase ; KS : ke´toacyl synthase ; MT : me´thyltransfe´rase ;
Ox : oxidation ; PCP : peptidyl carrier protein
Les domaines secondaires sont la ke´tore´ductase (KR), la de´hydratase (DH) et l’e´noylre´ductase
(ER). Le domaine KR forme un groupement hydroxyl a` partir de la partie ce´tone de l’in-
terme´diaire. Le domaine DH de´hydrate le groupement hydroxyle menant a` la formation d’une
double liaison entre deux atomes de carbones. Enfin, le domaine ER re´duit le groupement e´noyl
en groupement alkyl.
Fig. 1.18 – Structure de la ble´omycine. La partie synthe´tise´e par les domaines PKS est encadre´e.
La figure 1.17 montre l’organisation des enzymes implique´es dans la biosynthe`se d’un pep-
tide mixte NRPS-PKS avec l’exemple de la ble´omycine produite par Streptomyces verticillus
[Shen et al., 2002, Shen et al., 2001]. La ble´omycine (figure 1.18) est un agent anti-cance´reux
utilise´ dans le traitement des lymphomes ou du cancer des testicules.
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1.2.3 Motifs caracte´ristiques et spe´cificite´ des domaines
Motifs caracte´ristiques des domaines
Les diffe´rents domaines jouent un roˆle spe´cifique dans la biosynthe`se peptidique. En effet,
chaque domaine pre´sente une fonction bien de´finie dans l’incorporation d’un acide-amine´, par
conse´quent, il doit exister au sein des se´quences prote´iques de chaque domaine, des acides amine´s
tre`s conserve´s implique´s directement dans la fonction du domaine. En comparant plusieurs
se´quences d’un domaine donne´, des motifs tre`s conserve´s et caracte´ristiques du domaine e´tudie´
ont pu eˆtre mis en e´vidence [Marahiel et al., 1997, Schwarzer et al., 2003]. Un ensemble de motifs
est caracte´ristique d’un domaine.
C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 TeT
E1 E2 E3
E4
E5
E6
E7
domaine E
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10
M1 M2 M3
domaine C
domaine M
domaine Tedomaine Tdomaine A
Fig. 1.19 – Motifs caracte´ristiques de quelques domaines [Marahiel et al., 1997]
Domaine de condensation (C) Domaine de me´thylation (M)
C1 SxAQxR(LM)(WY)xL M1 VL(DE)xGxGxG
C2 RHExLRTxF M2 NELSxYRYxAV
C3 MHHxISDG(WV)S M3 VExSxARQxGxLD
C4 YxD(FY)AVW Domaine de thiolation (T)
C5 (IV)GxFVNT(QL)(CA)xR T LGG(DH)SL
C6 (HN)QD(YD)PFE Domaine d’e´pime´risation (E)
C7 RDxSRNPL E1 PIQxWF
Domaine d’ade´nylation (A) E2 HHxISDG(WV)S
A1 L(TS)YxEL E3 DxLLxAxG
A2 LKAGxAYL(VL)P(LI)D E4 EGHGRE
A3 LAYxxYTSG(ST)TGxPKG E5 RTVGWFTxxYP(YV)PFE
A4 FDxS E6 PxxGxGYG
A5 NxYGPTE E7 FNYLG(QR)
A6 GELxJGx(VL)ARGYL Domaine de la thioeste´rase (Te)
A7 Y(RK)TGDL Te GSxG
A8 GRxPXQVQIRGxIRIELGEIE
A9 LPxYM(IV)P
A10 NGK(VL)DR
Tab. 1.2 – Motifs conserve´s caracte´ristiques de domaines implique´s dans la synthe`se non-
ribosomiale. Dans un motif, la liste des acides amine´s possibles a` une position donne´e est indique´e
entre parenthe`ses. Le X symbolise n’importe quel acide amine´.
La position des diffe´rents motifs est e´galement conserve´e. En effet, le repliement de la prote´ine
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lui confe`re sa fonction, par conse´quent les motifs caracte´ristiques ont une localisation bien pre´cise
au sein de la se´quence prote´ique. La figure 1.19 montre les motifs caracte´ristiques au sein de
quelques domaines. La se´quence de ces motifs est donne´e dans la table 1.2.
Les acides amine´s composant ces motifs jouent un roˆle important dans la fonction du domaine.
Les domaines A ont la fonction tre`s importante de la se´lection de l’acide-amine´. Une re´gion
comprise entre les motifs A4 et A5 confe`re la spe´cificite´ du substrat aux domaines A.
Spe´cificite´ des domaines d’ade´nylation
La structure 3D du domaine d’ade´nylation qui active la phe´nylalanine (PheA) dans la
synthe`se de la gramicidine S a e´te´ obtenue par cristallographie [Conti et al., 1997]. Elle a permis
de mettre en e´vidence dix acides amine´s situe´s dans le site de liaison au substrat et qui inter-
viennent directement dans la se´lection et l’activation de ce dernier. La figure 1.20 montre de
manie`re sche´matique ces dix acides amine´s au sein du site de fixation. Le substrat apparaˆıt en
rouge au centre. Les dix acides amine´s sont situe´s dans un rayon de 5, 5A˚ autour du substrat.
Parmi ces dix acides amine´s, la lysine en position 517 est invariable car elle interagit avec l’AMP
de l’ade´nylate.
aa517
aa301
aa322
aa299
aa278
aa236
aa239
aa330
aa235
aa331
Fig. 1.20 – Repre´sentation sche´matique des dix acides amine´s implique´s dans le site de fixation
du substrat au sein d’un domaine d’ade´nylation [Stachelhaus et al., 1999]
La structure cristallographique de ce domaine a permis d’e´tablir un code confe´rant la
spe´cificite´ des domaines A [Stachelhaus et al., 1999]. Ce code, appele´ ’code NRPS’ ou ’code
Stachelhaus’, peut rappeler le code ge´ne´tique de la synthe`se peptidique classique. Mais, il propose
un acide amine´ probablement incorpore´ dans le peptide final contrairement au code ge´ne´tique
qui n’est pas ambigu (sauf dans certains cas rares). La spe´cificite´ d’un domaine A peut eˆtre
pre´dite a` partir des dix acides amine´s caracte´ristiques. Cependant, la pre´diction du substrat
avec cette me´thode n’est applicable que dans 80% des cas. En effet, pour certains domaines A,
ces dix acides amine´s ne suffisent pas pour pre´dire le substrat. De plus, la pre´diction de l’acide
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amine´ capte´ par un domaine A ne suffit pas a` pre´dire le peptide final car diffe´rentes biosynthe`ses
peptidiques non-ribosomiales existent.
1.2.4 Biosynthe`se peptidique non-ribosomiale
Diffe´rents modes de biosynthe`se
Il existe trois modes de biosynthe`se [Mootz et al., 2002b]. Le premier est la biosynthe`se
line´aire (cf. figure 1.21 avec l’exemple de l’ACV).
A AC C
module 1 module 2 module 3
T TeTA T
Aad
Aad
Cys
Cys
D−Val
D−Val
Fig. 1.21 – La biosynthe`se line´aire : exemple de l’ACV
Dans cette biosynthe`se, il y a coline´arite´ entre la synthe´tase et le peptide produit : l’en-
chaˆınement des acides amine´s incorpore´s dans le produit correspond a` celui des modules de la
synthe´tase. La se´quence du peptide est entie`rement de´termine´e par le nombre et l’ordre des mod-
ules au sein de la synthe´tase. Dans certains cas, le domaine Te peut eˆtre remplace´ par un domaine
spe´cial menant a` la cyclisation du peptide produit. Cette synthe`se forme des peptides line´aires ou
cycliques (totalement ou partiellement). Elle est la plus fre´quente. Par exemple, la cyclosporine A,
immuno-suppresseur produit par Beauveria nivea [Weber et al., 1994], l’ACV [Smith et al., 1990]
ou encore la fengycine, antibiotique produit par Bacillus subtilis [Lin et al., 1999], sont produits
par une biosynthe`se line´aire.
Le deuxie`me mode rencontre´ est la biosynthe`se ite´rative (cf. figure 1.22 avec l’exemple de
l’ente´robactine).
module 1
AC
module 2
T TeA T
diOH−Bz
diOH−Bz
diOH−Bz
diOH−Bz
Ser
Ser
Ser
Ser
Fig. 1.22 – La biosynthe`se ite´rative : exemple de l’ente´robactine
Dans ce cas, certains modules de la synthe´tase sont utilise´s plus d’une fois lors de la synthe`se
d’un meˆme peptide. Le domaine Te est souvent a` l’origine de l’ite´ration. Les peptides pro-
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duits contiennent alors un motif peptidique de taille variable re´pe´te´ au moins deux fois. Cette
biosynthe`se me`ne a` des peptides line´aires, cycliques ou branche´s. Par exemple la gramicidine S
est un dime`re d’un pentapeptide [Kohli et al., 2001]. L’enniatine est un trime`re cyclique d’un
dipeptide [Haese et al., 1993].
Enfin, le dernier mode est la biosynthe`se non-line´aire (cf. figure 1.23 avec l’exemple de la
vibriobactine).
module 1
C Cy Cy A C
non−lineaire
T CA T
NSPD
Me−Ser
NSPD
DHP Me−Ser
Me−Ser
DHP
DHP
DHP
Fig. 1.23 – La biosynthe`se non-line´aire : exemple de la vibriobactine
Dans cette biosynthe`se, l’agencement des modules de la synthe´tase est diffe´rent de celui des
monome`res du peptide. L’organisation des domaines a` l’inte´rieur des modules est diffe´rente de
l’organisation classique (CAT )n. De plus, des re´sidus provenant d’une autre voie de synthe`se
peuvent e´galement eˆtre incorpore´s, comme c’est le cas de la norspermidine (NSPD) de la figure
1.23. La biosynthe`se non-line´aire peut mener a` des he´te´rocyclisations (cyclisations internes)
ou a` des branchements. Par exemple, la syringomycine, biosurfactant antibiotique produit par
Pseudomonas syringae [Guenzi et al., 1998], ou encore la yersiniabactine, side´rophore produit
par diffe´rentes espe`ces de Yersinia [Pelludat et al., 1998], sont synthe´tise´es par cette voie.
Production de variants
Une autre caracte´ristique de la synthe`se peptidique non-ribosomiale est que cette voie de
synthe`se originale peut conduire a` la production de diffe´rents variants. Les variants sont des
peptides ayant une structure et une composition proches. Par exemple, le terme de variant est
utilise´ pour les peptides pre´sentant une se´quence consensus avec des acides amine´s variables a`
des positions donne´es. Des variants environnementaux ou ge´ne´tiques sont observe´s.
Les variants environnementaux sont obtenus a` partir de changements du milieu dans
lequel e´volue l’organisme. En effet, selon les acides amine´s pre´sents dans le milieu, la composi-
tion du peptide produit peut varier. Par exemple, il a e´te´ montre´ que diffe´rents variants de la
cyclosporine peuvent eˆtre obtenus en fonction du milieu de culture [von Do¨hren et al., 1997]. La
table 1.3 montre quelques exemples de variants de la cyclosporine.
Une autre e´tude portant sur les microcystines synthe´tise´es au sein d’une population de
cyanobacte´ries [Kurmayer et al., 2002] a montre´ que la diversite´ des variants de la microcystine
re´sulte de l’activation d’acides amine´s varie´s durant la biosynthe`se. Les domaines d’ade´nylation
de la synthe´tase peuvent activer non pas un seul acide amine´ spe´cifique, mais un ensemble d’acides
amine´s possibles. En effet, meˆme si le domaine A se´lectionne un acide amine´ spe´cifique, en cas
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variant position de l’acide amine´ dans la chaˆıne peptidique
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A D-Ala MeLeu MeLeu MeVal MeBmt Abu Sar MeLeu Val MeLeu Ala
B D-Ala MeLeu MeLeu MeVal MeBmt Ala Sar MeLeu Val MeLeu Ala
C D-Ala MeLeu MeLeu MeVal MeBmt Thr Sar MeLeu Val MeLeu Ala
D D-Ala MeLeu MeLeu MeVal MeBmt Val Sar MeLeu Val MeLeu Ala
E D-Ala MeLeu MeLeu Val MeBmt Abu Sar MeLeu Val MeLeu Ala
I D-Ala Leu MeLeu MeVal MeBmt Val Sar MeLeu Val MeLeu Ala
V D-Ala MeLeu MeLeu MeVal MeBmt Abu Sar MeLeu Val MeLeu Abu
Tab. 1.3 – Quelques variants de la cyclosporine produits par Tolypocladium niveum dans
diffe´rents milieux de culture [von Do¨hren et al., 1997]. La cyclosporine est un peptide cyclique
compose´ de 11 acides amine´s. MeLeu :N-me´thyl-leucine, MeVal :N-me´thyl-valine, MeBmt :N-
me´thyl-4-bute´nyl-4-me´thylthre´onine, Abu :acide 2-Aminobutyrique, Sar :sarcosine
d’absence de ce dernier, un acide-amine´ pre´sentant des proprie´te´s physico-chimiques proches,
peut eˆtre incorpore´. Ainsi, selon les acides amine´s disponibles dans le milieu, l’acide amine´ in-
corpore´ est diffe´rent et un nouveau variant est obtenu.
Les variants peuvent e´galement avoir une origine ge´ne´tique. En effet, une se´quence
nucle´ique diffe´rente au niveau du ge`ne de la synthe´tase conduit a` la production d’un pep-
tide diffe´rent. Par exemple, la se´quence de la synthe´tase produisant la bacillomycine D
[Moyne et al., 2004] est diffe´rente de celle produisant la bacillomycine L [Hofemeister et al., 2004]
dans des souches diffe´rentes. Un autre exemple est celui des pyoverdines. Les pyoverdines sont
des side´rophores produits par diffe´rentes espe`ces de Pseudomonas. Selon l’espe`ce et la souche,
les ge`nes codant les synthe´tases sont diffe´rents et conduisent a` des pyoverdines tre`s diverses
[Meyer, 2000].
En ge´ne´ral, les variants environnementaux pre´sentent des structures tre`s proches. En ef-
fet, seuls quelques acides amine´s, souvent a` des positions conserve´es, varient. Au contraire, les
variants ge´ne´tiques peuvent eˆtre tre`s diffe´rents les uns des autres comme c’est le cas pour les
pyoverdines qui pre´sentent des structures tre`s diverses.
La synthe`se peptidique non-ribosomiale est une voie de synthe`se originale conduisant a`
la synthe`se de peptides tre`s divers et pre´sentant de nombreuses particularite´s. Ces peptides
pre´sentent e´galement un grand inte´reˆt de par leurs fonctions biologiques importantes et varie´es.
1.3 Peptides non-ribosomiaux
Les peptides non-ribosomiaux pre´sentent de nombreuses particularite´s par rapport aux pep-
tides synthe´tise´s par la voie classique. D’un coˆte´, les plus petits peptides non-ribosomiaux sont
des dipeptides tels que la bacilysine [Tabata et al., 2005]. D’un autre, les polythe´onamides con-
tiennent 48 acides amine´s [Hamada et al., 2005] et sont a` ce jour les plus grands peptides non-
ribosomiaux identifie´s. Les peptides NRPS montrent une grande diversite´ au niveau de leur
composition, de leur structure primaire et de leurs activite´s biologiques.
1.3.1 Diversite´ de composition
La biosynthe`se non-ribosomiale utilise, en plus des 20 acides amine´s prote´oge´niques (section
1.1.1), beaucoup d’autres acides amine´s. En effet, plusieurs centaines d’acides amine´s diffe´rents
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peuvent eˆtre se´lectionne´s et incorpore´s par les domaines A au sein des peptides durant la
biosynthe`se. Par exemple, l’acide 3-me´thyl-glutamique et la kynure´nine sont deux acides amine´s
non-prote´oge´niques se´lectionne´s par les domaines A et incorpore´s au sein de la daptomycine
(figure 1.24) [Miao et al., 2005]. La daptomycine est un antibiotique utilise´ en cas d’infection par
des bacte´ries a` gram positif.
De plus, les synthe´tases peuvent contenir des domaines secondaires capables de modifier les
acides amine´s incorpore´s, ce qui augmente encore la diversite´ des acides amine´s identifie´s au
sein des peptides produits. La daptomycine (figure 1.24) posse`de trois domaines d’e´pime´risation
permettant d’obtenir les formes D des acides amine´s incorpore´s par les modules contenant ces
domaines secondaires. La bacitracine A (figure 1.24) contient un he´te´rocycle forme´ graˆce a` un do-
maine Cy. Elle contient e´galement des acides amine´s sous forme D obtenus graˆce a` des domaines E
[Konz et al., 1997]. La cyclosporine A (figure 1.24) contient des acides amine´s N-me´thyle´s obtenus
par des domaines de me´thylation [Lawen and Zocher, 1990]. La 4-bute´nyl-4-methyl-thre´onine est
reconnue et active´e par un domaine A puis N-me´thyle´e par un domaine de me´thylation.
Fig. 1.24 – Structure de a) la daptomycine, b) la bacitracine A et c) la cyclosporine. Les acides
amine´s modifie´s par des domaines secondaires sont encadre´s en bleu, les acides amine´s non-
prote´oge´niques en rouge, l’he´te´rocycle (obtenu par un domaine secondaire) en vert, l’acide amine´
non-prote´oge´nique et modifie´ par un domaine secondaire en violet et l’acide gras en noir.
Une autre particularite´ des peptides non-ribosomiaux est l’incorporation de compose´s
provenant d’autres voies de biosynthe`se. Comme nous l’avons vu pre´ce´demment, un acide gras
peut eˆtre greffe´ a` la partie peptidique. Il existe beaucoup de lipopeptides provenant de la voie
NRPS [Strieker and Marahiel, 2009]. Par exemple, la daptomycine (figure 1.24) contient un acide
gras. Des sucres ou des acides carboxyliques peuvent e´galement eˆtre ajoute´s lors de la synthe`se
peptidique. Enfin, il existe des peptides hybrides NRPS/PKS qui contiennent a` la fois des unite´s
peptidiques et polyke´tides. La ble´omycine (figure 1.18) contient a` la fois des sucres et des unite´s
provenant de la synthe`se PKS.
L’utilisation d’acides amine´s non-prote´oge´niques, la modification des acides amine´s incorpore´s
par les domaines secondaires, l’incorporation d’acide gras, de sucres, d’acides carboxyliques ou
encore de polyke´tides au sein des peptides non-ribosomiaux me`nent a` une tre`s grande diver-
site´ de composition de ces peptides. C’est pourquoi nous utiliserons par la suite le terme de
« monome`re » plutoˆt que celui d’acide amine´ dans le cas des peptides non-ribosomiaux.
En plus de la diversite´ des monome`res incorpore´s, une diversite´ au niveau de la structure
primaire de ces peptides est e´galement observe´e.
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1.3.2 Diversite´ des structures primaires
Comme nous l’avons vu dans la section 1.1.2, les peptides et prote´ines classiques ont une
structure primaire line´aire. Ce n’est pas toujours le cas pour les peptides non-ribosomiaux. En
effet, ces peptides pre´sentent souvent des structures primaires plus complexes. Les diffe´rentes
biosynthe`ses (section 1.2.4) ainsi que certains domaines (section 1.2.2) forment des structures
primaires complexes. La figure 1.25 montre la diversite´ des structures primaires observe´es pour
les peptides non-ribosomiaux.
Fig. 1.25 – Diversite´ des structures primaires
Comme les peptides classiques, certains peptides non-ribosomiaux ont une structure primaire
line´aire. Par exemple, les peptaibols sont un grand groupe de peptides antibiotiques synthe´tise´s
par voie non-ribosomiale [Duclohier, 2007]. Ces peptides partagent des caracte´ristiques com-
munes telles que leur richesse en acide 2-amino-isobutyrique (Aib) et leur structure primaire
line´aire. Un autre exemple est l’ACV qui est un tripeptide line´aire.
Le domaine de la thioeste´rase (Te) libe`re le peptide ne´oforme´. De plus, certains domaines Te
permettent e´galement la macrocyclisation du peptide produit [Gru¨newald and Marahiel, 2006].
La macrocyclisation me`ne a` l’obtention de peptides totalement ou partiellement cycliques. Par
exemple, la cyclosporine est un peptide totalement cyclique alors que la daptomycine contient
un macrocycle et un branchement sur celui-ci menant a` une structure partiellement cyclique.
La biosynthe`se ite´rative peut produire des peptides contenant deux macrocycles. Par exem-
ple, l’actinomycine D pre´sente une structure bi-cyclique obtenue par la condensation de deux
macrocycles [Pfennig et al., 1999].
La biosynthe`se ite´rative et la biosynthe`se non-line´aire produisent, entre autres, des structures
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branche´es. Par exemple, la vibriobactine, synthe´tise´e par une biosynthe`se non-line´aire, pre´sente
une structure branche´e.
La voie non-ribosomiale est souvent associe´e a` d’autres voies de biosynthe`se, comme la voie
PKS par exemple, et a` des enzymes accessoires. Ces associations produisent des structures encore
plus complexes que celles cite´es pre´ce´demment. La vancomycine pre´sente une structure contenant
des branchements et des cycles chevauchants. Elle est issue de la combinaison de diffe´rentes voies
de biosynthe`se dont la voie NRPS et la voie PKS auxquelles viennent s’ajouter des re´actions de
glycosylation, d’oxydation et d’haloge´nation [Geib et al., 2008].
La structure primaire d’un peptide est essentielle a` sa fonction. Les peptides non-ribosomiaux
montrant une grande diversite´ de structures primaires pre´sentent e´galement une grande diversite´
au niveau de leurs activite´s biologiques.
1.3.3 Diversite´ des activite´s biologiques
Les peptides non-ribosomiaux forment un ensemble tre`s varie´ de produits naturels pre´sentant
un tre`s large e´ventail d’activite´s biologiques et pharmacologiques [Schwarzer et al., 2003,
Felnagle et al., 2008]. En effet, de nombreux peptides non-ribosomiaux sont actuellement utilise´s
pour le traitement de diverses maladies.
Antibiotiques
Certains peptides non-ribosomiaux sont des antibiotiques antibacte´riens. Ces substances
tuent les bacte´ries ou inhibent leur croissance. Nous avons de´ja` cite´ l’exemple de la
pe´nicilline synthe´tise´e a` partir du tripeptide-ACV par divers champignons et bacte´ries. Elle
est utilise´e dans le traitement d’infections bacte´riennes en inhibant la croissance des bacte´ries
[Erlanger and Goode, 1967]. La daptomycine, commercialise´e sous le nom de Cubicin R©, est
utilise´e dans le traitement des infections de la peau par des bacte´ries a` gram positif
[Weis et al., 2008]. Elle est synthe´tise´e par Streptomyces roseosporus comme un composant
mineur du complexe A21978C. La vancomycine, synthe´tise´e par Nocardia orientalis, est utilise´e
dans le traitement des infections hospitalie`res, contre certaines bacte´ries a` gram positif
[Levine, 2008]. Son spectre d’activite´ inclut, par exemple, les Staphylocoques, les Streptocoques
ou encore les Pneumocoques.
Certains peptides non-ribosomiaux pre´sentent une activite´ anti-fongique. Ces mole´cules
sont capables de tuer les champignons ou d’inhiber leur croissance. Par exemple, la my-
cosubtiline, produite par Bacillus subtilis, inhibe la croissance de Saccharomyces cerevisiae
[Besson and Michel, 1989] ou de Fusarium oxysporum [Lecle`re et al., 2005].
D’autres peptides non-ribosomiaux font partie de la classe des anti-viraux, substances perme-
ttant de lutter contre les virus. Par exemple, la surfactine, produite par Bacillus subtilis, posse`de
une activite´ anti-virale [Kracht et al., 1999].
Par la suite, nous utiliserons le terme ge´ne´rique « antibiotique » pour de´signer a` la fois les
anti-bacte´riens, les anti-fongiques et les anti-viraux sans aucune distinction.
Immuno-modulateurs
Il existe des peptides non-ribosomiaux pre´sentant une activite´ immuno-modulatrice. Ces
mole´cules inhibent ou activent le syste`me immunitaire. Les mole´cules qui inhibent le syste`me im-
munitaire sont appele´s immuno-suppresseurs. L’exemple le plus connu est celui de la cyclosporine
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A produite par Tolypocladium inflatum. Elle est utilise´e apre`s une greffe pour re´duire les risques
de rejet ou dans le traitement des maladies auto-immunes [Green, 1981].
Antitumoraux
Certains peptides non-ribosomiaux sont utilise´s comme antitumoraux dans le traitement de
certains cancers. La ble´omycine A2 et la ble´omycine B2, produites par Streptomyces verticil-
lus, sont les principaux constituants de la Blenoxane R©, utilise´e dans le traitement du cancer
de l’oesophage, des lymphomes, des carcinomes a` cellules squameuses ou du cancer des testic-
ules [Lazo, 1999]. L’actinomycine D, produite par diverses bacte´ries du genre Streptomyces, est
un antibiotique pre´sentant e´galement une activite´ antitumorale. Elle est l’un des plus anciens
traitements utilise´s pour traiter certains cancers des os, de la peau, des testicules, ou encore de
l’ute´rus [Koba and Konopa, 2005].
Side´rophores
La grande majorite´ des side´rophores bacte´riens et fongiques sont produits par la voie non-
ribosomiale. Ces substances permettent la che´lation du fer, c’est-a`-dire la capture, dans le milieu
exte´rieur, du fer ne´cessaire a` la survie des microorganismes. Les side´rophores les plus connus sont
les pyoverdines, produites par diffe´rentes espe`ces de Pseudomonas [Budzikiewicz, 2004], plus de
60 ont e´te´ identifie´es [Budzikiewicz, 2004]. Ces mole´cules sont indispensables a` la survie de l’or-
ganisme. Il existe d’autres side´rophores non-ribosomiaux tels que la yersiniabactine, produite par
Yersinia pestis [Miller et al., 2002] ou encore l’ente´robactine produite par diffe´rentes bacte´ries
[Raymond et al., 2003].
Toxines
Certains peptides non-ribosomiaux sont des toxines. Une toxine est une substance toxique
qui confe`re un pouvoir pathoge`ne a` son producteur. Par exemple, l’HC-toxine, produite par
Cochliobolus carbonum, est de´terminante pour la spe´cificite´ et la virulence du champignon en-
vers son hoˆte, le ma¨ıs [Walton, 2006]. Les microcystines sont produites par les cyanobacte´ries
[Lam et al., 2000] et plus de 80 variants ont e´te´ identifie´s. Elles sont toxiques pour les plantes et
les animaux, dont l’homme. Leur he´patotoxicite´ peut conduire a` des dommages importants du
foie.
Surfactants
Il existe e´galement des surfactants. Ce sont des substances ame´liorant la miscibilite´ entre
des phases hydrophiles et hydrophobes. Les surfactants incluent les de´tergents, les agents mous-
sants, les agents dispersants ou encore les e´mulsifiants. Les biosurfactants pre´sentent un grand
inte´reˆt car contrairement aux surfactants synthe´tiques, ils sont de´grade´s facilement. Par exemple,
Bacillus subtilis produit la surfactine [Abdel-Mawgoud et al., 2008]. La lichenysine, produite par
Bacillus licheniformis, a une structure proche de celle de la surfactine (une glutamine remplace
l’acide glutamique de la surfactine) mais montre un pouvoir surfactant plus e´leve´ que celui de la
surfactine [Grangemard et al., 2001].
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Autres
Certains peptides non-ribosomiaux montrent des activite´s biologiques plus rares. Par
exemple, la cyclosporine A posse`de une activite´ anti-inflammatoire en plus de son ac-
tivite´ immuno-modulatrice. L’indigoidine, produite par Erwinia chrysanthemi, est un pigment
[Reverchon et al., 2002]. Enfin, quelques peptides non-ribosomiaux sont de fonction inconnue tels
que l’anabaenopeptilide 90-A produit par la souche 90 d’Anabaena [Rouhiainen et al., 2000].
La grande diversite´ et l’importance des activite´s biologiques pre´sente´es par les peptides non-
ribosomiaux font de ces peptides des mole´cules de grand inte´reˆt. Modifier la voie de synthe`se non-
ribosomiale pourrait conduire a` la production de compose´s plus actifs ou de compose´s nouveaux
pre´sentant des activite´s biologiques inte´ressantes.
1.4 Approches pour l’obtention de nouveaux peptides
L’un des objectifs actuels est la modification de produits naturels dans le but d’ame´liorer
ou de changer leurs activite´s biologiques. Pour ce faire, deux approches existent. Les approches
ge´ne´tiques consistent a` modifier la machinerie biosynthe´tique au niveau du ge´nome. Les ap-
proches chemo-enzymatiques consistent a` combiner des me´thodes chimiques et enzymatiques
pour cre´er des collections de nouvelles mole´cules [Sieber and Marahiel, 2005].
1.4.1 Approches ge´ne´tiques
L’ordre et la composition des modules d’une synthe´tase naturelle sont le re´sultat d’une
se´lection pendant l’e´volution pour produire un peptide pre´sentant une bonne ade´quation entre
structure et activite´. L’ide´e est de reprogrammer ge´ne´tiquement la machinerie non-ribosomiale
dans le but d’obtenir de nouveaux peptides. En effet, d’un point de vue the´orique, il est possi-
ble de cre´er des synthe´tases en fusionnant diffe´rents modules ou domaines provenant de diverses
NRPS connues, dans le but d’obtenir la synthe`se d’un peptide sur mesure. Cependant, en re´alite´,
il n’est pas facile de construire des NRPS sur mesure. Diffe´rentes strate´gies ont e´te´ de´veloppe´es
dans le but d’obtenir des peptides modifie´s a` partir de modifications ge´ne´tiques au niveau des
synthe´tases. Une premie`re expe´rience de modification ge´ne´tique a e´te´ mene´e sur le dernier mod-
ule de la synthe´tase de la surfactine [Stachelhaus et al., 1995]. Le dernier module de la synthe´tase
de la surfactine (position 7) contient les domaines C-A-T-Te et est charge´ de l’incorporation de
la leucine. Les domaines A-T ont e´te´ remplace´s par diverses unite´s A-T provenant de bacte´ries et
de champignons et pre´sentant des spe´cificite´s pour des acides amine´s diffe´rents. Des variants de
la surfactine avec une valine, une ornithine et une phe´nylalanine en position 7 ont e´te´ obtenus.
Cependant, le taux de production de ces variants est faible, surement a` cause de la spe´cificite´ du
domaine C. En effet, les domaines de condensation (C) montrent e´galement une spe´cificite´ par
rapport au substrat. Cette e´tude a e´galement montre´ que la meˆme expe´rience mene´e cette fois
avec le second domaine de la synthe´tase de la surfactine ne produit pas de variants, surement a`
cause de l’existence de re´gions de liaison entre les diffe´rents domaines. En effet, des se´quences
d’environ 15 acides amine´s, situe´es entre les diffe´rents domaines, semblent importantes pour l’ac-
tivite´ enzymatique. Ces re´gions, appele´es re´gions de liaison, pre´sentent des se´quences variables et
une grande flexibilite´. De plus, leur localisation en font des cibles inte´ressantes pour des fusions
artificielles sans perte de l’activite´ enzymatique.
La strate´gie par fusion artificielle a e´te´ teste´e pour la premie`re fois avec la synthe´tase de la
tyrocidine [Mootz et al., 2000]. Le module 2 qui incorpore la proline a e´te´ fusionne´ soit avec le
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module 9 qui incorpore l’ornithine soit avec le module 10 qui incorpore la leucine. Ces deux en-
zymes hybrides ont e´te´ incube´es avec le module 1, qui incorpore la D-phe´nylalanine, et ont produit
des tripeptides artificiels D-Phe-Pro-Orn et D-Phe-Pro-Leu. La libe´ration du peptide a e´te´ ob-
serve´e seulement en pre´sence d’un domaine Te a` l’extre´mite´ C-terminale. Une autre expe´rience a
e´te´ re´alise´e sur le ge`ne dptD intervenant dans la synthe`se de la daptomycine [Doekel et al., 2008].
Dans cette e´tude, les re´gions de liaison ont e´te´ utilise´es pour fusionner le module 12 de la dapto-
mycine, aux modules terminaux du peptide CDA (calcium-dependent antiobiotics), incorporant
le tryptophane (Trp), et du peptide A54145 incorporant l’isoleucine (Ile). Ainsi, de nouveaux
de´rive´s de la daptomycine pre´sentant un Trp ou une Ile en position 13 ont e´te´ obtenus, sans
diminution des taux de production.
Beaucoup de peptides naturels contiennent des he´te´rocycles directement implique´s dans la
fonction biologique. Une synthe´tase hybride a e´te´ construite en utilisant un domaine de cyclisa-
tion (Cy) [Duerfahrt et al., 2004]. Dans cette e´tude le module 1 A-T de la synthe´tase de la baci-
tracine, incorporant l’isoleucine a e´te´ fusionne´ avec soit le module Cy-A-T activant la thre´onine
de la synthe´tase de la myxobactine soit avec le module Cy-A-(Ox)-T activant la cyste´ine de la
synthe´tase du myxothiazole. Le domaine d’oxydation (Ox) forme un cycle thiazole a` partir de
la thiazoline. Pour assurer la libe´ration du peptide, le domaine Te de la tyrocidine a e´te´ ajoute´
aux deux hybrides. Les deux peptides attendus ont e´te´ obtenus, a` savoir Ile-Thr-oxazoline et Ile-
Cys-thiazole. Cependant, le produit majoritaire est Ile-Ser-oxazole, ce qui montre la tole´rance
des domaines A pour diffe´rents acides amine´s. Cette e´tude a montre´ qu’il est possible d’obtenir
des he´te´rocycles en reprogrammant la machinerie NRPS. Cependant, le taux de production est
faible et les peptides produits ne sont pas toujours ceux attendus.
En plus de l’e´change de modules ou de domaines, une autre strate´gie peut eˆtre utilise´e.
La de´le´tion ou l’insertion de modules peut modifier le peptide produit. Lors d’une e´tude, le
module 2 de la synthe´tase de la surfactine a e´te´ de´le´te´ [Mootz et al., 2002a]. Cette manipulation
a conduit a` la production d’un peptide non-naturel contenant une leucine en moins par rapport
a` la surfactine. La recombinaison de modules entiers repre´sente une intervention drastique qui
peut mener a` une efficacite´ enzymatique re´duite et a` des taux de production faibles. Une strate´gie
plus conservatrice consiste a` modifier la spe´cificite´ des domaines d’ade´nylation (A).
Une seule mutation ponctuelle peut changer la spe´cificite´ d’un domaine A. Par exemple,
la substitution d’un seul acide amine´ parmi les 10 re´sidus critiques du code Stachelhaus peut
changer la spe´cificite´ d’un domaine A se´lectionnant l’acide glutamique (Glu) en un domaine
se´lectionnant la glutamine (Gln). En effet, le code Stachelhaus du domaine A se´lectionnant Glu
et celui du domaine A se´lectionnant Gln ne diffe`rent que par un seul acide amine´. Cette expe´rience
a e´te´ re´alise´e sur le module 1 (activant Glu) de la surfactine [Eppelmann et al., 2002]. Comme
attendu, cette mutation a bien mene´ a` l’obtention d’un peptide dans lequel Glu est remplace´ par
Gln, sans re´duction de l’efficacite´ enzymatique.
Il existe e´galement une autre strate´gie base´e sur la de´le´tion d’un ge`ne intervenant dans
la synthe`se d’un acide amine´ non-prote´oge´nique. Cette me´thode est appele´e « mutasynthe`se ».
Cette strate´gie a e´te´ utilise´e pour la production d’analogues du peptide CDA (calcium-dependent
antibiotics) [Hojati et al., 2002]. Le ge`ne codant une enzyme intervenant dans la synthe`se de
l’HPG (hydroxy-phe´nylglycine) a e´te´ de´le´te´. En pre´sence de de´rive´s de l’HPG, ces derniers sont
incorpore´s dans le peptide a` la place de l’HPG et de nouveaux analogues du CDA sont obtenus.
Cette me´thode produit des peptides non-naturels. Cependant, la mutasynthe`se ne s’applique
qu’aux acides amine´s non-prote´oge´niques et seuls des de´rive´s de l’acide amine´ d’origine peuvent
eˆtre incorpore´s.
L’ame´lioration des connaissances sur la machinerie non-ribosomiale a permis des progre`s
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conside´rables dans les approches ge´ne´tiques, menant a` la production de produits non-naturels
ou semi-naturels. Cependant, nous sommes encore loin de pouvoir construire des synthe´tases
sur mesure. De plus, certains organismes produisant des peptides d’inte´reˆt sont difficiles a` cul-
tiver en laboratoire. D’autres techniques produisent des peptides modifie´s, les approches chemo-
enzymatiques.
1.4.2 Approches chemo-enzymatiques
L’un des objectifs actuels est l’identification rapide de pharmacophores par synthe`se puis
screening des activite´s. Les approches ge´ne´tiques repre´sentent une voie inte´ressante pour la pro-
duction de nouveaux compose´s, mais elle demande beaucoup de travail et d’efforts, ainsi que des
connaissances supple´mentaires sur la voie non-ribosomiale. Les approches chemo-enzymatiques
allient des me´thodes chimiques et des me´thodes enzymatiques. Il est possible d’obtenir rapide-
ment des librairies de peptides par synthe`se chimique sur phase solide. Cependant, les re´actions
de cyclisation posent souvent proble`me. En effet, il est difficile d’obtenir une cyclisation car elle
est de´favorable d’un point de vue e´nerge´tique. Les me´thodes enzymatiques permettent de pallier
ces proble`mes de cyclisation.
Des e´tudes combinent la force de la synthe`se peptidique chimique a` la force enzymatique
des domaines Te [Sieber and Marahiel, 2003, Kohli and Walsh, 2003]. En effet, il est possible
d’obtenir un peptide line´aire par synthe`se chimique sur phase solide puis de former un peptide
cyclique a` l’aide d’un domaine Te. Cependant, ces domaines sont se´lectifs. Chacun est spe´cialise´
dans la cyclisation d’un peptide donne´. Des e´tudes ont e´te´ mene´es pour e´valuer la spe´cificite´
du substrat et les restrictions enzymatiques des domaines Te. Le domaine Te de la tyrocidine
accepte des changements d’acides amine´s sauf pour les acides amine´s terminaux, ainsi que des
changements de longueur du peptide [Trauger et al., 2001]. Les meˆmes e´tudes ont e´te´ mene´es
avec le domaine Te de la surfactine [Tseng et al., 2002]. Comme pour la tyrocidine, les acides
amine´s terminaux ne peuvent pas eˆtre change´s, par contre le domaine Te de la surfactine ne
tole`re pas les variations de longueur du peptide. Le domaine Te de la tyrocidine semble eˆtre un
bon candidat en tant que catalyseur de la cyclisation.
La tyrocidine agit en de´stabilisant la membrane plasmique des bacte´ries mais aussi celle
des cellules humaines et ne peut donc pas eˆtre utilise´e comme antibiotique. Des variants de la
tyrocidine ont e´te´ produits dans le but d’eˆtre plus se´lectifs contre les bacte´ries [Kohli et al., 2002].
Une collection de peptides a e´te´ obtenue par synthe`se chimique avec cyclisation enzymatique.
Parmi ces variants non-naturels, deux ont montre´ une meilleure se´lectivite´ contre les membranes
bacte´riennes.
La synthe`se chimique est souvent longue et tre`s one´reuse. De plus, la plupart des antibiotiques
utilise´s en me´decine sont produits par fermentation, c’est-a`-dire par des micro-organismes. L’ide´e
ici est de combiner les diffe´rentes approches. Tout d’abord, les approches chemo-enzymatiques
produisent des collections de peptides non-naturels. Ensuite, les peptides pre´sentant des ac-
tivite´s inte´ressantes sont recherche´s parmi cette collection. Enfin, des approches ge´ne´tiques sont
de´veloppe´es dans le but de produire les peptides d’inte´reˆt par fermentation. Les approches
ge´ne´tiques et chemo-enzymatiques sont donc comple´mentaires et non-concurrentes.
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Dans cette section, nous avons vu que la synthe`se peptidique non-ribosomiale prend de plus en
plus d’importance dans la litte´rature. Cela s’explique tout d’abord par les activite´s biologiques im-
portantes pre´sente´es par les peptides produits par cette voie de biosynthe`se encore trop me´connue.
En effet, de nombreux peptides utilise´s aujourd’hui dans le traitement de diverses maladies sont
produits par la voie NRPS. De plus, le se´quenc¸age de nombreux ge´nomes de micro-organismes a
permis l’identification de nombreux ge`nes codant des synthe´tases. Les connaissances acquises et
le grand inte´reˆt pour la voie non-ribosomiale ont conduit au de´veloppement d’outils bioinforma-
tiques de´die´s a` cette voie de biosynthe`se.
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Outils bioinformatiques existants
Du fait du grand inte´reˆt de la voie non-ribosomiale, ainsi que des peptides produits par cette
voie, des outils bioinformatiques de´die´s ont e´te´ de´veloppe´s. Ces outils peuvent eˆtre divise´s en deux
cate´gories. Tout d’abord, il existe des banques et bases de donne´es contenant des informations
sur les synthe´tases et les produits. Par ailleurs, des outils d’analyse des synthe´tases ont e´te´
de´veloppe´s.
2.1 Banques et bases de donne´es
Il existe a` l’heure actuelle de nombreuses banques et bases de donne´es publiques accessibles
sur le Web. Les deux termes « banque de donne´es » et « base de donne´es » sont souvent confondus.
La diffe´rence re´side dans le fait qu’une base de donne´es s’appuie sur un sche´ma et un logiciel
de gestion de bases de donne´es alors qu’une banque de donne´es me´morise les donne´es dans des
”fichiers texte” formate´s et des logiciels sont de´veloppe´s pour acce´der aux donne´es. En pratique,
les deux termes sont utilise´s pour de´finir un ensemble d’informations autour d’un domaine donne´.
Deux cate´gories de bases de donne´es existent : les bases de donne´es ge´ne´ralistes, contenant
un grand nombre d’informations sur des domaines vastes, et les bases de donne´es spe´cialise´es,
contenant des informations sur des domaines tre`s cible´s.
2.1.1 Banques et bases de donne´es ge´ne´ralistes
Certaines banques de donne´es sont de´veloppe´es par de grands organismes dans le but de
regrouper et rendre accessibles les informations provenant du se´quenc¸age et de l’analyse des
nombreux ge´nomes et autres se´quences. Trois grands organismes de recherche de´veloppent des
outils et ge`rent des banques de donne´es centre´es sur les informations en biologie :
– Le NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) des Etats-Unis d’Ame´rique est une ressource na-
tionale pour la biologie mole´culaire fonde´e en 1988. Il s’implique dans la cre´ation de
banques publiques et la recherche en bioinformatique. Son but est de de´velopper des outils
informatiques permettant l’analyse des donne´es du ge´nome et de diffuser l’information
me´dicale pour mieux comprendre les processus mole´culaires touchant la sante´ humaine.
– L’EBI (European Bioinformatics Institut, http://www.ebi.ac.uk/) est une organisation
acade´mique a` but non lucratif forme´e en 1992. C’est un centre de recherche et de services
en bioinformatique qui ge`re des bases de donne´es biologiques (ADN-ARN, prote´ines, struc-
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tures 3D). Il a pour but de rendre accessible gratuitement les donne´es issues de la recherche
en biologie mole´culaire et ge´nomique afin de promouvoir le progre`s scientifique.
– Le CIB-DDBJ (Center for Information Biology and DNA DataBank of Japan,
http://www.cib.nig.ac.jp/Welcome.html) est le centre japonais cre´e´ en 1995. Il a pour
but de stocker les informations issues de la biologie. Il est constitue´ de cinq laboratoires.
Tous ces organismes centralisent et rendent accessible l’e´norme quantite´ d’informations obtenue
aujourd’hui graˆce aux nouvelles technologies de plus en plus efficaces.
Se´quences nucle´iques
Il existe trois banques de donne´es principales regroupant des se´quences nucle´iques,
de´veloppe´es par les trois organismes cite´s pre´ce´demment :
– GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) au NCBI
– EMBL bank (European Molecular Biology Laboratory, http://www.ebi.ac.uk/embl/) a`
l’EBI
– DDBJ (DNA Data Bank of Japan, http://www.ddbj.nig.ac.jp/) au CIB
Ces banques e´changent des donne´es quotidiennement et chacune est charge´e de la collecte
des donne´es de son continent. Une entre´e contient une se´quence nucle´ique, que ce soit un ge´nome
complet, un fragment ou encore un ARN ; ainsi que les annotations de cette se´quence. De nom-
breuses se´quences sont disponibles dont des ge`nes codant des synthe´tases.
UniProt
La banque de donne´es de re´fe´rence pour les se´quences prote´iques est Uniprot. En 2002,
trois instituts, l’EBI, le SIB (Swiss Institut of Bioinformatics) et la PIR (Protein Informa-
tion Ressource) ont de´cide´ de cre´er le consortium UniProt (Universal Protein Ressource) afin
de regrouper l’ensemble des se´quences prote´iques et leurs annotations a` un meˆme endroit.
UniProt est forme´e de plusieurs banques de donne´es dont UniProtKB (UniProt knowledgeBase,
http://www.uniprot.org/) compose´e de Swiss-Prot et TrEMBL (translated EMBL). Swiss-Prot
(http://www.expasy.ch/sprot/) contient des donne´es corrige´es et valide´es par des experts.
Elle propose un haut niveau d’annotation avec une redondance minimale. TrEMBL contient les
se´quences prote´iques qui ne sont pas dans SwissProt. Dans TrEMBL, les se´quences sont an-
note´es automatiquement, c’est-a`-dire par informatique, a` partir de la traduction automatique
des se´quences nucle´iques codantes contenues dans EMBL. TrEMBL comprend e´galement des
entre´es provenant de soumissions spontane´es. UniProtKB contient un grand nombre de se´quences
prote´iques diverses, parmi lesquelles des se´quences prote´iques de synthe´tases. Les entre´es d’U-
niProt contiennent bien entendu la se´quence prote´ique, mais e´galement diffe´rentes annotations.
Dans le cas des synthe´tases, les diffe´rents domaines peuvent eˆtre localise´s sur la se´quence. Ces
annotations sont obtenues a` partir de l’existence de motifs spe´cifiques pour les diffe´rents do-
maines.
wwPDB
wwPDB (world wide Protein Data Bank, http://www.wwpdb.org/) est la seule banque de
donne´es de structures 3D expe´rimentales de prote´ines et grosses mole´cules biologiques. En 2003,
les banques de donne´es de structures 3D de prote´ines RSCB (Research Collaboratory for Stuc-
tural Bioinformatics), MSD (Macromolecular Structure Database) et PDBj (Protein Data Bank
of Japan) se regroupent pour former une seule banque de donne´es : wwPDB. Au sein de wwPDB,
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beaucoup d’entre´es sont disponibles parmi lesquelles la structure 3D de diffe´rents domaines de
synthe´tases tels que le domaine d’ade´nylation de la gramicidine S ou la structure 3D de modules
avec par exemple le module terminal de la synthe´tase de la surfactine. Elle contient e´galement
la structure 3D de petites mole´cules telles que trois actinomycines.
Pfam
Pfam est une grande collection d’alignements multiples de se´quences et de mode`les de Markov
cache´s (HMM, Hidden Markov Model) couvrant beaucoup de familles et de domaines prote´iques.
Un HMM est un mode`le statistique permettant de repre´senter des syste`mes dont le proces-
sus est markovien, c’est-a`-dire un processus stochastique posse´dant la proprie´te´ de Markov (la
pre´diction du futur, sachant le pre´sent, n’est pas rendue plus pre´cise par des e´le´ments d’infor-
mation supple´mentaires concernant le passe´). Graˆce aux HMM, il est possible de ge´ne´rer des
profils. Un profil est une description statistique caracte´ristique d’une portion de se´quence. Par
exemple, il existe des profils caracte´risant une famille donne´e de prote´ines. Les HMM peuvent
eˆtre utilise´s pour rechercher des domaines prote´iques dans des bases de donne´es de se´quence a`
l’aide de HMMER. HMMER est un logiciel permettant de rechercher un profil HMM dans une
se´quence [Eddy, 1998]. Pfam contient des profils caracte´ristiques de diffe´rents domaines pre´sents
dans les NRPS : les domaines A, T, C, ou encore Te.
PubChem
PubChem est une ressource publique sur les activite´s biologiques de petites
mole´cules. Elle est organise´e en trois bases de donne´es dont une, PubChem compound
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pccompound), qui contient des informa-
tions chimiques valide´es sur des mole´cules bioactives. PubChem Compound contient des millions
de mole´cules dont certaines sont synthe´tise´es par la voie non-ribosomiale. Cependant, aucune
diffe´rence n’est faite entre les mole´cules naturelles et les mole´cules synthe´tiques et la voie de
synthe`se des mole´cules n’est pas mentionne´e. De plus, tous les peptides non-ribosomiaux connus
ne sont pas pre´sents dans cette base de donne´es. Enfin, lorsqu’un peptide est pre´sent dans Pub-
Chem, ses variants naturels ne le sont pas force´ment. Par exemple, les pyoverdines repre´sentent un
grand groupe comprenant plus de 60 variants, alors que seulement 3 pyoverdines sont re´pertorie´es
dans PubChem.
2.1.2 Banques et bases de donne´es spe´cialise´es
Contrairement aux bases de donne´es dites ge´ne´ralistes cite´es pre´ce´demment, les bases de
donne´es spe´cialise´es contiennent des informations centre´es sur un domaine tre`s spe´cifique. Nous
pre´sentons ici celles qui sont spe´cifiques des peptides non-ribosomiaux et de leurs synthe´tases.
Peptaibol database
Une base de donne´es de´die´e aux peptaibols naturels a
e´te´ de´veloppe´e [Whitmore and Wallace, 2004b], accessible en ligne
(http://www.cryst.bbk.ac.uk/peptaibol/introduction.htm). Cette base de donne´es
regroupe plus de 300 peptaibols. Les peptaibols sont des peptides line´aires antibiotiques
synthe´tise´s par voie NRPS. La se´quence, l’organisme producteur et la re´fe´rence bibliographique
sont donne´s pour chaque peptaibol de la base.
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NRPS-PKS
NRPS-PKS est une ressource publique axe´e sur les NRPS et les PKS [Ansari et al., 2004],
accessible en ligne (http://www.nii.res.in/nrps-pks.html). Elle contient un outil d’analyse
des NRPS/PKS (section 2.2.3) ainsi que 4 bases de donne´es :
– NRPSDB, contenant des NRPS
– PKSDB, contenant des PKS modulaires
– ITERDB, contenant des PKS ite´ratives de type I
– CHSDB, contenant des PKS de type III
La base de donne´es NRPSDB contient 17 clusters NRPS et 5 clusters hybrides NRPS/PKS. Pour
chaque entre´e, l’organisation des domaines, la se´quence prote´ique des diffe´rents domaines et celle
des 10 acides amine´s implique´s dans la liaison au substrat dans le site de fixation des domaines
d’ade´nylation sont disponibles. La structure du peptide produit par le cluster est e´galement
donne´e.
ClustScan database
ClustScan DataBase (CSDB, http://csdb.bioserv.pbf.hr/csdb/ClustScanWeb.html)
est une base de donne´es cre´e´e a` partir de donne´es obtenues avec le logiciel ClustScan, que nous
pre´senterons dans la section suivante (section 2.2.5). Il permet l’annotation semi-automatique des
clusters NRPS et PKS. CSDB contient des donne´es ge´ne´tiques et biochimiques sur les syste`mes
NRPS et PKS. CSDB contient les se´quences nucle´iques et prote´iques des ge`nes, modules et do-
maines formant les clusters. Elle contient e´galement les diffe´rents compose´s incorpore´s durant les
biosynthe`ses NRPS et PKS, permettant la pre´diction des produits synthe´tise´s. Pour le moment,
CSDB contient uniquement cinq clusters PKS.
Nous avons vu dans cette partie qu’il existe de nombreuses bases de donne´es disponibles
sur le Web. Certaines d’entres elles contiennent des informations sur les synthe´tases ou sur les
peptides synthe´tise´s par la voie non-ribosomiale. Cependant, ces informations sont noye´es dans
la masse d’information contenue dans ces bases de donne´es. En effet, aucune base de donne´es
exhaustive de´die´e a` la voie NRPS ou a` ses produits n’e´tait disponible au commencement de ce
travail. A l’inverse, certains outils bioinformatiques spe´cifiques d’analyse des synthe´tases et de
pre´diction des peptides produits ont e´te´ de´veloppe´s par diverses e´quipes et sont disponibles sur
le web.
2.2 Outils d’analyse des synthe´tases et pre´diction du peptide
produit
La de´couverte de motifs conserve´s propres aux diffe´rents domaines ainsi que celle du code
confe´rant la spe´cificite´ aux domaines d’ade´nylation (voir section 1.2.3), le code Stachelhaus,
a permis le de´veloppement de diffe´rents outils bioinformatiques d’analyse et de pre´diction des
peptides a` partir de la se´quence prote´ique des synthe´tases. Nous donnerons ici les diffe´rents outils
de´die´s aux synthe´tases.
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2.2.1 Quelques de´finitions
Nous donnerons ici quelques notions et de´finitions utiles pour la compre´hension des para-
graphes suivants.
Alignement de se´quences
Un alignement entre deux se´quences prote´iques ou nucle´iques consiste a` identifier les e´le´ments
communs (les acides amine´s ou les nucle´otides) aux deux se´quences dans le but de de´terminer
les zones similaires. Il existe plusieurs algorithmes qui calculent le meilleur alignement possible
entre deux se´quences, en fonction d’un jeu de parame`tres. La figure 2.1 montre un exemple
d’alignement entre deux se´quences prote´iques.
sequence 1
sequence 2  − G
G L
L
A
A
Y
Y K
AK
A
V
V
D
D
I
V
E
: :
Fig. 2.1 – Exemple d’alignement entre deux se´quences prote´iques. Un mismatch est repre´sente´
par : et un match par |.
Certains outils alignent deux se´quences, d’autres en alignent plusieurs. ClustalW
[Thompson et al., 2002] est un logiciel d’alignement multiple, c’est-a`-dire qu’il aligne plusieurs
se´quences entre elles dans le but d’identifier la ou les re´gions communes a` toutes ces se´quences.
Un exemple d’alignement multiple ge´ne´re´ par ClustalW est donne´ dans la figure 2.2.
Fig. 2.2 – Exemple d’alignement multiple ge´ne´re´ par ClustalW. Les acides amine´s pre´sentant des
proprie´te´s physico-chimiques similaires apparaissent dans la meˆme couleur. Le symbole * en bas
d’une colonne signifie que la colonne est conserve´e. La re´gion encadre´e est une re´gion conserve´e
entre les se´quences.
BLAST
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) est une me´thode heuristique permettant
d’identifier les re´gions similaires entre deux se´quences de nucle´otides ou d’acides amine´s
[Altschul et al., 1990]. Ce programme retrouve rapidement dans les banques de donne´es, des
se´quences similaires a` la se´quence entre´e par l’utilisateur. Il est utilise´ pour trouver des rela-
tions fonctionnelles ou e´volutives entre les se´quences et peut identifier les membres d’une meˆme
famille. Depuis sa cre´ation en 1990 par Stephen Altschul, Warren Gish et David Lipman au
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NCBI, plusieurs versions ont e´te´ de´veloppe´es. Parmi elles, BlastN identifie des similarite´s locales
entre se´quences nucle´iques et BlastP entre se´quences prote´iques.
SMILES et SMARTS
SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System) est une notation line´aire, c’est-a`-dire
une chaˆıne de caracte`res ASCII, qui repre´sente les mole´cules chimiques et qui a e´te´ de´veloppe´e
par la socie´te´ Daylight Chemical Information Systems. Les SMILES encodent des structures
chimiques comme des graphes, avec des indications e´ventuelles sur l’isome´rie. Ils repre´sentent la
structure chimique en 2-D utilise´e par les chimistes. Les SMILES ge´ne´riques de´crivent unique-
ment la structure d’une mole´cule, c’est-a`-dire les atomes et les liaisons, sans information sur
l’isome´rie. La notation SMILES consiste en une se´rie de caracte`res sans espace. Les hydroge`nes
peuvent eˆtre omis ou inclus. Les atomes sont repre´sente´s par leur symbole atomique. La liai-
son simple n’est pas repre´sente´e, c’est-a`-dire que l’on conside`re comme connecte´ par une liaison
simple les atomes adjacents dans la notation SMILES. La double liaison est repre´sente´ par le
symbole « = » et la triple liaison par le symbole « : ». Les branchements sont spe´cifie´s par des
parenthe`ses. Par exemple, dans le SMILES « CCN(CC)CC », deux atomes de carbones forment
un branchement sur l’atome d’azote (N). Les cycles sont repre´sente´s en cassant une liaison dans
chaque cycle et en ajoutant un chiffre au premier et au dernier atome formant le cycle. Par exem-
ple, le SMILES « C1CCCCC1 » repre´sente un cycle forme´ de 6 atomes de carbone. Un exemple
de notation SMILES ge´ne´rique est donne´ dans la figure 2.3 avec l’exemple de la D-alanine. Dans
cet exemple, l’isome´rie n’est pas prise en compte et par conse´quent le SMILES ge´ne´rique encode
a` la fois la L-alanine et la D-alanine.
Fig. 2.3 – Exemple de notation SMILES : D-alanine
Les SMILES isome´riques prennent en compte l’isome´rie. La chiralite´ d’un carbone est donne´e
par le symbole « @ » pour le sens anti-horaire et par le symbole « @@ » pour le sens horaire.
Un exemple de SMILES isome´rique est donne´ dans la figure 2.3. En re`gle ge´ne´rale, il existe
plusieurs notations SMILES possibles pour une meˆme mole´cule. Un algorithme de canonisation
a e´te´ de´veloppe´ dans le but de ge´ne´rer un SMILES ge´ne´rique spe´cial parmi toutes les possibilite´s.
Ce SMILES est appele´ SMILES unique.
SMARTS (SMiles ARbitrary Target Specification) est une notation de´rive´e des SMILES qui
de´finit des motifs et des proprie´te´s chimiques. Ils contiennent un ensemble de symboles permet-
tant d’inclure des incertitudes dans le motif a` rechercher, comme par exemple le symbole « * »
repre´sentant n’importe quel atome.
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2.2.2 PKS/NRPS Analysis Web-site
En 1997, la structure du domaine d’ade´nylation qui active la phe´nylalanine (PheA) de la
gramicidine S a e´te´ obtenue par cristallographie [Conti et al., 1997]. Elle a permis de mettre
en e´vidence 10 acides amine´s qui interviennent dans la liaison du substrat. En 1999, a` partir
des 10 acides amine´s intervenant dans la liaison du substrat, le code Stachelhaus a e´te´ mis en
place, confe´rant la spe´cificite´ aux domaines A [Stachelhaus et al., 1999] (section 1.2.3). En 2000,
une autre e´tude a e´te´ re´alise´e sur la spe´cificite´ des domaines A [Challis et al., 2000]. Dans cette
e´tude, plus de 150 domaines A ont e´te´ analyse´s. Parmi les 10 acides amine´s du code Stachelhaus,
8 acides amine´s ont e´te´ retenus comme suffisant pour pre´dire la spe´cificite´ de plus de 80 % de
domaines A, avec plus de 30 acides amine´s diffe´rents active´s par ces domaines. La cyste´ine situe´e
en position 331 a e´te´ exclue des acides amine´s critiques car sa chaˆıne late´rale est en dehors du
site de liaison du substrat. De meˆme, la lysine en position 517 n’est pas retenue car elle est
conserve´e au sein de tous les domaines A. 154 domaines A ont e´te´ aligne´s avec le domaine A
de la synthe´tase de la gramicidine incorporant la phe´nylalanine (PheA) afin de re´cupe´rer les 8
acides amine´s critiques. Une e´tude phyloge´ne´tique a e´te´ mene´e. Deux arbres ont e´te´ construits.
Le premier a e´te´ construit en utilisant les 180-200 acides amine´s situe´s entre les sites A3 et A6
des domaines A (section 1.2.3). Le second a e´te´ construit a` partir des 8 acides amine´s critiques.
L’arbre obtenu avec les se´quences de 180-200 acides amine´s regroupe les se´quences en fonction
des espe`ces. Au contraire, l’arbre phyloge´ne´tique construit avec les ensembles des 8 acides amine´s
critiques regroupe les se´quences en fonction de la spe´cificite´ du domaine A. Cette e´tude prouve
ainsi que les 8 acides amine´s suffisent pour pre´dire la spe´cificite´ des domaines A. A partir de cette
e´tude, un serveur Web a e´te´ mis en place afin de pre´dire la spe´cificite´ d’un domaine A inconnu.
La premie`re version de cet outil, de´veloppe´e en 1999 et appele´e the predictive BLAST server,
est accessible en ligne (http://www.tigr.org/jravel/nrps/blast/index2.html). Dans cette
version, l’utilisateur doit donner les 8 acides amine´s critiques. Cet ensemble est compare´ a` une
base de donne´es graˆce a` BLASTP. Deux bases de donne´es sont disponibles. La premie`re, « as-
signed database », contient les 8 acides amine´s critiques pour 198 domaines A dont le sub-
strat a e´te´ valide´ expe´rimentalement. La seconde, « Unassigned database », contient les 8 acides
amine´s critiques pour 88 domaines A dont le substrat n’a pas e´te´ valide´ expe´rimentalement. L’in-
conve´nient de cet outil est que l’utilisateur doit extraire l’ensemble des 8 acides amine´s critiques
lui-meˆme, ce qui n’est pas toujours facile.
Une seconde version de cet outil a e´te´ de´veloppe´e en 2008. PKS-NRPS Analysis Web-site
est disponible sur le Web (http://www.tigr.org/jravel/nrps/). Dans cette nouvelle version,
l’utilisateur donne la se´quence prote´ique d’une synthe´tase. Les diffe´rents domaines sont identifie´s,
ainsi que la spe´cificite´ des domaines A. Des HMM sont utilise´s pour identifier les diffe´rents
domaines pre´sents au sein de la synthe´tase. Les domaines principaux sont identifie´s (C, T , A
et Te) mais aussi certains domaines secondaires comme les domaines E. Ensuite, les domaines
A sont analyse´s. Pour ce faire, la sous-se´quence comprise entre A3 et A6 est extraite et aligne´e
avec PheA graˆce a` ClustalW pour obtenir les 8 acides amine´s critiques. Cet ensemble de 8 acides
amine´s est ensuite soumis au BLAST server afin de pre´dire la spe´cificite´ du domaine A. Cet outil
pre´dit, a` partir de la se´quence prote´ique d’une synthe´tase, les diffe´rents domaines composant la
synthe´tase, ainsi que la spe´cificite´ des domaines A pre´sents et n’a pas e´te´ publie´.
2.2.3 NRPS-PKS
NRPS-PKS est une ressource permettant l’analyse de me´gasynthases
NRPS et PKS [Ansari et al., 2004]. Cette ressource est accessible en ligne
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(http://www.nii.res.in/nrps-pks.html). En plus des bases de donne´es vues pre´ce´demment,
elle contient e´galement une interface offrant la possibilite´ d’analyser des se´quences prote´iques
de synthe´tases inconnues. BLAST est utilise´ pour rechercher au sein de la base de donne´es,
les domaines similaires aux sous-se´quences composant la se´quence requeˆte. Ainsi, les diffe´rents
domaines pre´sents au sein de la synthe´tase sont identifie´s. Cet outil est capable d’identifier les
domaines C, T, A, Te, Cy, E et M. Une fois un domaine A identifie´, les 10 acides amine´s du code
Stachelhaus sont extraits et compare´s a` ceux des domaines A pre´sents dans la base de donne´es,
dans le but de pre´dire la spe´cificite´ du domaine. Cet outil fut mis en ligne en 2004. Il e´tait le
seul permettant la pre´diction d’un peptide a` partir de la se´quence prote´ique de la synthe´tase
ainsi que l’identification des diffe´rents domaines pre´sents au sein de la synthe´tase.
2.2.4 NRPSpredictor
En 2005, un autre outil de pre´diction, base´ sur l’apprentissage automatique, a e´te´ de´veloppe´
dans le but de pre´dire la spe´cificite´ du substrat des domaines A [Rausch et al., 2005]. Les
me´thodes d’apprentissage automatique permettent de classer des objets en diffe´rentes cate´gories
a` partir d’une fonction obtenue par apprentissage sur un e´chantillon de donne´es. Les SVMs (Sup-
port Vector Machines) font partie de la classe des me´thodes d’apprentissage supervise´. Le but
est de trouver le meilleur classifieur permettant de se´parer les donne´es portant des e´tiquettes
diffe´rentes. Dans l’e´tude re´alise´e ici, les SVMs serviront a` classer les domaines A en fonction de
leur substrat. Une extension des SVMs existe : les transductive SVMs (TSVMs). Cette me´thode
permet d’utiliser des donne´es non-e´tiquete´es lors de la phase d’apprentissage. En effet, une
e´tiquette sera attribue´e a` chaque point en fonction de celle porte´e par les points les plus proches.
Cette me´thode est tre`s utile ici car beaucoup de domaines A dont la spe´cificite´ est inconnue
sont disponibles dans les bases de donne´es et pourront eˆtre utilise´s lors de la construction des
mode`les.
Dans cette e´tude, les domaines A sont caracte´rise´s par 34 acides amine´s. Les 10 acides amine´s
du code Stachelhaus sont situe´s dans un rayon de 5, 5A˚ autour du substrat. Or les acides amine´s
situe´s dans un rayon de 8A˚ autour du site de fixation du substrat peuvent intervenir dans la
liaison de ce dernier ou influencer cette liaison. 34 acides amine´s sont situe´s dans un rayon de
8A˚ autour du site de fixation du substrat et ce sont ces 34 acides amine´s qui sont utilise´s dans
cette e´tude. Pour chaque acide amine´, 12 valeurs repre´sentant ses proprie´te´s physico-chimiques
sont stocke´es. Finalement, un domaine A est caracte´rise´ par un vecteur contenant 408 valeurs
(34 acides amine´s * 12 valeurs).
Les domaines A peuvent activer un ensemble de monome`res pre´sentant des proprie´te´s physico-
chimiques similaires. Pour cette raison, les domaines A ont e´te´ regroupe´s en fonction de la
similarite´ de leurs substrats. Deux niveaux de clustering sont ainsi utilise´s. Les large clusters
regroupent les domaines A dont les substrats sont similaires. Par exemple, les domaines A qui
activent des acides amine´s dont la chaˆıne late´rale est non-polaire (Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Abu,
Iva) sont regroupe´s au sein d’un meˆme cluster. Les small clusters regroupent des domaines A
dont les substrats sont tre`s proches. Par exemple, les domaines A activant Gly et Ala forment
un cluster car les acides amine´s active´s sont petits et non-polaires.
Pour chaque cluster de domaines A, un mode`le est obtenu avec les TSVMs graˆce
a` un e´chantillon de domaines A pre´sentant les spe´cificite´s de´sire´es. Lorsqu’un domaine
A de spe´cificite´ inconnue est disponible, il est possible de pre´dire sa spe´cificite´ en le
comparant aux diffe´rents mode`les caracte´ristiques des diffe´rents clusters. L’imple´mentation
de cette me´thode a e´te´ re´alise´e. L’outil re´sultant, NRPSpredictor, est disponible sur le
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Web (http://www-ab.informatik.uni-tuebingen.de/software/NRPSpredictor). L’utilisa-
teur donne une ou plusieurs se´quences prote´iques de NRPS. Les domaines A sont identifie´s
et chaque domaine A est classe´ dans un des clusters, pre´disant ainsi sa spe´cificite´. Pour chaque
domaine A, trois re´sultats sont donne´s : le small cluster, le large cluster, ainsi que la pre´diction
obtenue a` partir des 10 acides amine´s du code Stachelhaus. La me´thode par TSVM pre´dit la
spe´cificite´ de 18 % de domaines A en plus de la me´thode utilisant le code Stachelhaus. Cependant
la me´thode Stachelhaus rend un seul substrat par domaine alors que la me´thode par TSVM donne
un ensemble de substrats possibles afin d’e´tendre le nombre d’acides amine´s pre´dits. L’ide´e est
de combiner la me´thode par TSVM avec la me´thode Stachelhaus. Cet outil pre´dit la spe´cificite´
d’un domaine A inconnu, graˆce a` l’apprentissage automatique. Cependant, il ne pre´cise pas les
diffe´rents domaines pre´sents dans la synthe´tase.
2.2.5 ClustScan
ClustScan est un ensemble de programmes permettant l’annotation semi-automatique des
se´quences nucle´iques codant des NRPS, des PKS et des hybrides NRPS/PKS, publie´ en 2008
[Starcevic et al., 2008]. ClustScan propose, une fois les ge`nes identifie´s, la structure chimique po-
tentielle de la mole´cule produite par un cluster de ge`nes. Pour commencer, GeneMark et Glimmer
sont utilise´s pour pre´dire les ge`nes pre´sents sur la se´quence nucle´ique donne´es en entre´e. Ensuite,
HMMER identifie les domaines pre´sents au sein des se´quences codantes graˆce a` des profils issus
de PFAM ou fournis par l’utilisateur. D’autres profils spe´cifiques sont utilise´s pour extraire les
acides amine´s afin de pre´dire le substrat. Ces acides amine´s critiques sont ensuite compare´s a` ceux
connus pour e´tablir la spe´cificite´ des diffe´rents domaines. La pre´diction de la structure chimique
est re´alise´e par l’assemblage des diffe´rentes unite´s pre´dites donne´es sous forme de SMILES ou
de SMARTS si la spe´cificite´ n’a pas pu eˆtre identifie´e. La structure chimique pre´dite peut eˆtre
exporte´e, sous forme de SMILES ou de SMARTS, pour une analyse par d’autres programmes.
Le programme comprend une interface graphique conviviale permettant a` l’utilisateur de visu-
aliser les diffe´rents clusters pre´dits. ClustScan peut eˆtre utilise´ en s’inscrivant via le site Web :
http://bioserv.pbf.hr/cms/index.php?page=clustscan.
ClustScan a e´te´ re´alise´ de fac¸on a` pouvoir introduire facilement des connaissances
supple´mentaires, comme par exemple de nouveaux profils. De meˆme, il autorise l’insertion
d’autres programmes non contenus dans le logiciel initial. Il permet de re´aliser l’annotation
de grandes se´quences nucle´iques. Par exemple, l’identification et l’annotation de tous les ge`nes
NRPS/PKS d’un ge´nome d’actinobacte´rie ne´cessite deux a` trois heures de travail. Cependant,
ClustScan est, pour le moment, plus adapte´ a` l’annotation des PKS qu’a` celle des NRPS.
2.2.6 Clusean
Clusean (CLUster SEquence ANalyzer) est un outil informatique pour l’analyse automa-
tique des clusters de ge`nes bacte´riens codant des me´tabolites secondaires, publie´ en 2009
[Weber et al., 2009]. C’est un pipeline de programmes « open source » permettant l’analyse de
clusters de ge`nes codant des NRPS ou des PKS de type I. Il inte`gre des outils standards d’-
analyse tels que BLAST et HMMER, ainsi que des outils spe´cifiques d’analyse des NRPS tel
que NRPSpredictor. BLAST est utilise´ pour annoter les ge`nes contenus dans la se´quence entre´e
par l’utilisateur. HMMER, utilise´ avec diffe´rents profils, permet l’identification des domaines
prote´iques ainsi que les motifs conserve´s de ces domaines. La spe´cificite´ des diffe´rents domaines
d’ade´nylation est pre´dite a` l’aide de NRPSpredictor et du code Stachelhaus.
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Le format d’entre´e est le format EMBL. Le format de sortie est e´galement le format EMBL
et un format sous forme de tables est e´galement disponible. Le format EMBL permet l’utilisation
d’autres outils d’analyses. Les diffe´rents programmes composant Clusean peuvent eˆtre utilise´s de
fac¸on inde´pendante et tous les re´sultats interme´diaires peuvent eˆtre stocke´s. Clusean permet ainsi
d’annoter de manie`re automatique un cluster de ge`nes bacte´riens et d’obtenir la structure des
domaines, les motifs conserve´s des domaines, ainsi que la pre´diction de la spe´cificite´ des domaines
A. Clusean peut eˆtre te´le´charge´ gratuitement a` partir du site Web. Cependant, l’installation de
Clusean ne´cessite l’installation d’un grand nombre de logiciels et reste de´licate pour la plupart
des utilisateurs.
Nous avons vu dans cette section qu’il existe des bases de donne´es contenant des informa-
tions sur les synthe´tases comme leur se´quence nucle´ique, prote´ique ou encore leur structure 3D.
Il existe e´galement certaines bases de donne´es comprenant des peptides produits par la voie non-
ribosomiale. Cependant, ces bases ne re´pertorient que quelques peptides non-ribosomiaux (Pub-
Chem) ou sont centre´es sur une classe pre´cise, comme par exemple la base de donne´es sur les
peptaibols. Certains outils bioinformatiques permettant l’analyse des synthe´tases et la pre´diction
du produit ont e´te´ de´veloppe´s. Cependant, tous ces outils sont axe´s sur les synthe´tases et au-
cun n’est re´ellement de´die´ aux peptides. Au commencement de notre travail, il n’existait aucune
ressource publique regroupant les informations sur les peptides non-ribosomiaux, ni aucun outil
bioinformatique de´die´ a` leur analyse.
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Mode´lisation et comparaison des
peptides non-ribosomiaux
Apre`s avoir pre´sente´ les peptides non-ribosomiaux et les outils bioinformatiques existants,
nous allons maintenant introduire notre contribution. Comme nous l’avons vu dans le chapitre
pre´ce´dent, au commencement du travail, aucun outil de´die´ aux peptides non-ribosomiaux
n’e´tait disponible. Cependant, les scientifiques du domaine e´prouvaient le besoin de centraliser
les donne´es sur les peptides non-ribosomiaux, ainsi que de comparer ces peptides entre eux.
Nous avons donc de´veloppe´ Norine, la premie`re ressource publique de´die´e aux peptides non-
ribosomiaux. Norine contient une base de donne´es regroupant diverses informations sur un
grand nombre de peptides non-ribosomiaux. Norine sera pre´sente´e dans le chapitre suivant.
Dans ce chapitre, nous introduisons les me´thodes informatiques que nous avons de´veloppe´es
pour la comparaison et l’analyse des peptides issus de la voie non-ribosomiale.
Les peptides non-ribosomiaux pre´sentent de nombreuses particularite´s par rapport aux pep-
tides classiques. La diversite´ des acides amine´s et autres compose´s incorpore´s (monome`res), ainsi
que les structures primaires non-line´aires, empeˆchent l’utilisation de la mode´lisation et des out-
ils de´veloppe´s pour les peptides classiques. Dans ce chapitre, nous pre´sentons les mode´lisations
que nous avons de´veloppe´es pour les peptides non-ribosomiaux. Nous introduisons ensuite une
me´thode adapte´e et efficace permettant la recherche de motifs structuraux au sein des pep-
tides non-ribosomiaux. Enfin, nous pre´sentons l’extension de cette me´thode a` la comparaison
des peptides synthe´tise´s par la voie non-ribosomiale.
3.1 Mode´lisation de la structure des peptides non-ribosomiaux
Dans le but de pouvoir comparer et analyser les peptides non-ribosomiaux, nous devons
dans un premier temps mode´liser leur structure primaire. Les peptides non-ribosomiaux sont
des mole´cules chimiques. Il est donc possible de les repre´senter comme telles, c’est-a`-dire par la
description des atomes et des diffe´rentes liaisons entre ces atomes. Cependant, les peptides non-
ribosomiaux sont synthe´tise´s par l’assemblage de monome`res et non d’atomes. En effet, durant
leur biosynthe`se, les domaines des synthe´tases se´lectionnent et incorporent des monome`res com-
plets qui peuvent e´ventuellement eˆtre modifie´s. Dans le but de mode´liser leur biosynthe`se, nous
avons de´cide´ de repre´senter les peptides non-ribosomiaux comme un assemblage de monome`res
plutoˆt qu’a` un niveau atomique. De plus, cette mode´lisation s’apparente a` celle utilise´e pour les
peptides classiques.
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La structure primaire des peptides classiques est repre´sente´e par une chaˆıne de caracte`res
oriente´e de l’extre´mite´ dite N-terminale vers l’extre´mite´ dite C-terminale. Ces chaˆınes de car-
acte`res utilisent un alphabet de 20 lettres repre´sentant les 20 acides amine´s prote´oge´niques. Or,
dans le cas des peptides non-ribosomiaux, plusieurs centaines de monome`res diffe´rents peuvent
eˆtre incorpore´s, ce qui rend impossible l’utilisation du code a` une lettre de´fini pour les pep-
tides et prote´ines classiques. De plus, les structures non-line´aires des peptides non-ribosomiaux
ne peuvent pas eˆtre repre´sente´es par des chaˆınes de caracte`res. Nous avons donc de´fini une
mode´lisation capable d’inte´grer les particularite´s de ces peptides originaux. Dans un premier
temps, une repre´sentation line´aire a e´te´ de´veloppe´e. Cependant, elle s’est ave´re´e insuffisante
pour repre´senter les structures peptidiques les plus complexes. Nous avons alors opte´ pour une
mode´lisation a` l’aide de graphes.
3.1.1 Codage des monome`res
Les acides amine´s
Les acides amine´s prote´oge´niques sont ge´ne´ralement repre´sente´s par un code a` trois lettres ou
par un code a` une lettre (section 1.1.1). Le grand nombre de monome`res pouvant eˆtre incorpore´s
rend impossible l’utilisation du code a` une lettre et non intuitif le code a` trois lettres pour les
acides amine´s issus du me´canisme non-ribosomial. Nous avons mis au point une nomenclature
spe´ciale pour ces monome`res, inspire´e de la nomenclature IUPAC pour les acides amine´s et les
peptides [authors listed, 1984]. IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
est un organisme dont le but est de mettre en place des recommandations pour les compose´s
chimiques.
Dans notre nomenclature, les acides amine´s prote´oge´niques sont repre´sente´s par leur code a`
trois lettres (par exemple, « Ala » pour l’alanine). Certains acides amine´s non-prote´oge´niques
sont e´galement repre´sente´s par un code a` trois lettres. Par exemple, « Hpg » est l’abre´viation
de HydroxyPhenylGlycine ou encore « Kyn » celle de la kynure´nine. Par de´faut, les monome`res
sont les isome`res L, forme rencontre´e dans les prote´ines classiques. Lorsque l’acide amine´ est
l’isome`re D, la lettre D, se´pare´e par un tiret, est ajoute´e devant l’acide amine´. Par exemple, la
D-alanine est note´e « D-Ala ». Lorsqu’un groupe fonctionnel est ajoute´, comme par exemple un
groupement me´thyl ou un groupement hydroxyl, le symbole correspondant est ajoute´ devant le
code de l’acide amine´, se´pare´ par un tiret. Les principaux groupes fonctionnels rencontre´s sont
le groupement me´thyl (Me), le groupement formyl (Fo) et le groupement hydroxyl (OH). Leur
position au niveau de l’acide amine´ est e´galement note´e. Par exemple, la N-me´thylalanine est
code´e par « NMe-Ala ». Lorsque plusieurs modifications apparaissent, elles sont se´pare´es par
un tiret. Un ordre, arbitraire, a e´te´ de´fini lorsque plusieurs modifications sont pre´sentes afin de
ne pas repre´senter un meˆme monome`re avec deux nomenclatures diffe´rentes. Par exemple, la
N-me´thyl-D-alanine est note´e « D-NMe-Ala ».
Les acides gras
Des acides gras peuvent e´galement eˆtre incorpore´s dans les peptides non-ribosomiaux formant
ainsi des lipopeptides. Les acides gras ont e´te´ introduits plus re´cemment dans nos mode´lisations.
En effet, au commencement du travail, nous repre´sentions un acide gras par le symbole « R-
CO », sans distinction des diffe´rents acides gras rencontre´s au sein des peptides. Cependant,
un changement d’acide gras dans un peptide peut modifier son activite´ biologique. Nous avons
introduit la nomenclature spe´cifique aux acides gras dans le but de diffe´rencier certains variants.
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Les acides gras sont repre´sente´s par une nomenclature couramment utilise´e a` savoir la lettre
C suivie du nombre de carbones de l’acide gras, puis de « : », puis du nombre d’insaturations
(liaisons doubles) de la chaˆıne et pour finir des positions des insaturations entre parenthe`ses. Par
exemple, l’acide hexade´cen-9-o¨ıque est note´ « C16 :1(9) », c’est-a`-dire qu’il comprend 16 atomes
de carbone et une double liaison entre le neuvie`me et le dixie`me atome de carbone. Une double
liaison peut eˆtre cis, lorsque les deux hydroge`nes sont du meˆme coˆte´ ou trans, lorsque les deux
hydroge`nes sont oppose´s. Si la double liaison est trans, la lettre « t » est ajoute´e devant la position
correspondante. Par exemple, « C14 :2(t4.6) » (figure 3.1) repre´sente l’acide gras compose´ de 14
carbones avec une double liaison trans en position 4 et une double liaison cis en position 6.
Fig. 3.1 – Quelques exemples de codage d’acides gras
Il existe e´galement des acides gras ramifie´s. Lorsque la ramification est porte´e par le carbone
en position n − 1, c’est-a`-dire l’avant dernier carbone de la chaˆıne, c’est un acide gras iso,
repre´sente´ par l’ajout de la lettre « i » devant le codage de l’acide gras. Lorsque le me´thyle
est porte´ par le carbone en position n − 2 c’est un acide gras anteiso, repre´sente´ cette fois-ci
par la lettre « a ». Par exemple, l’acide isode´cano¨ıque (ou acide 8-me´thylnonano¨ıque) est note´
« iC10 :0 » (figure 3.1). Lorsque des groupements supple´mentaires sont ajoute´s a` l’acide gras,
le symbole de ces groupements ainsi que leur position sont ajoute´s en se´parant les diffe´rentes
modifications par un tiret. Par exemple, l’acide 3-hydroxy-12-me´thyl-te´trade´cano¨ıque est note´
« aC15 :0-OH(3) » (figure 3.1).
Les sucres
Les sucres sont repre´sente´s par la nomenclature traditionnelle a` trois lettres. Par exemple, le
glucose est note´ «Glc ». Lorsque l’unite´ de base est modifie´e, les modifications sont ajoute´es avant
le code correspondant au sucre. Par exemple, la 4-oxo-vancosamine est code´e par « 4oxo-Van ».
Autres
D’autres monome`res sont rencontre´s au sein des peptides non-ribosomiaux tels que des com-
pose´s issus de la voie PKS. Quelques compose´s proviennent de voies de synthe`ses diffe´rentes de
celles e´voque´es pre´ce´demment ou de voies non identifie´es.
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Les de´rive´s d’acide sont repre´sente´s avec le code correspondant a` leur nom trivial. Par ex-
emple, l’acide vale´rique est note´ « Vaa ». Les monome`res correspondants a` une chaˆıne carbone´e
modifie´e sont code´s en utilisant une nomenclature de´rive´e de celle des acides gras. La longueur
de la chaˆıne carbone´e est donne´e par le C suivi du nombre de carbones de la chaˆıne. Le nombre
d’insaturations est donne´ apre`s les deux points. Les positions des insaturations sont donne´es
entre parenthe`ses. Les modifications apporte´es a` la chaˆıne carbone´e sont donne´es a` la suite, avec
la position entre parenthe`ses, et sont se´pare´es par des tirets. Par exemple, « C6 :0-OH(3.5)-
NH2(4) » repre´sente l’acide 3,5-dihydroxy-4-amino-hexano¨ıque, c’est-a`-dire une chaˆıne carbone´e
contenant six carbones sans insaturation, pre´sentant deux groupements hydroxyls en position 3
et 5 ainsi qu’un groupement amine en position 4.
3.1.2 Repre´sentation line´aire
Comme nous l’avons vu pre´ce´demment, contrairement aux peptides classiques, les peptides
non-ribosomiaux pre´sentent des structures primaires complexes. En effet, des structures totale-
ment ou partiellement cycliques sont rencontre´es, mais e´galement des structures branche´es et
meˆme des structures plus complexes. Ces structures primaires particulie`res ne nous permettent
pas de repre´senter simplement l’enchaˆınement des monome`res, comme dans le cas des peptides
classiques. Nous avons conc¸u une repre´sentation line´aire afin de pouvoir repre´senter facilement
les structures primaires des peptides non-ribosomiaux. Cette repre´sentation line´aire se veut in-
tuitive et compre´hensible. Nous nous sommes inspire´s des conventions d’e´criture utilise´es par les
SMILES (section 2.2.1).
Fig. 3.2 – Repre´sentation d’une structure line´aire : exemple du tripeptide ACV. a) Formule
de´veloppe´e du tripeptide ACV et b) repre´sentation line´aire correspondante.
Les structures primaires line´aires sont repre´sente´es par l’enchaˆınement des monome`res,
se´pare´s par un tiret bas (cf. figure 3.2).
Les branchements sont repre´sente´s a` l’aide d’accolades. Les monome`res situe´s a` l’inte´rieur
des accolades font partie du branchement. Le monome`re pre´ce´dant les accolades est le monome`re
sur lequel est situe´ le branchement (cf. figure 3.3).
Les cycles sont repre´sente´es a` l’aide de crochets. Les monome`res a` l’inte´rieur des crochets
forment un cycle. Le premier et le dernier monome`re situe´s entre les crochets sont relie´s entre
eux. Dans le cas de structures partiellement cycliques ou bi-cycliques, les monome`res du cycle
peuvent e´galement eˆtre relie´s au monome`re se situant juste avant ou juste apre`s le cycle (cf.
figure 3.4).
La repre´sentation line´aire que nous avons de´veloppe´e est compre´hensible et lisible. Nous
l’avons de´finie au de´but du travail, a` un moment ou` nous ne pensions pas rencontrer des struc-
tures trop ”complexes” pour eˆtre repre´sente´es de fac¸on line´aire. En effet, cette repre´sentation
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Fig. 3.3 – Repre´sentation d’une structure branche´e : exemple de la vibriobactine. a) Formule
de´veloppe´e de la vibriobactine et b) repre´sentation line´aire correspondante.
Fig. 3.4 – Repre´sentations de structures contenant des cycles. a) Formules de´veloppe´es et b)
repre´sentations line´aires correspondantes.
permet l’encodage des structures line´aires, branche´es ou contenant des cycles non-chevauchants.
Cependant, il est impossible de repre´senter des structures contenant des organisations plus
complexes comme, par exemple, des cycles chevauchants. De plus, la repre´sentation line´aire
n’est pas toujours unique, c’est-a`-dire qu’il peut exister plusieurs repre´sentations line´aires pos-
sibles pour repre´senter un meˆme peptide. Par exemple dans le cas d’une structure cyclique, la
repre´sentation line´aire peut commencer par n’importe quel monome`re du cycle, ce qui ame`ne a`
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plusieurs repre´sentations line´aires valides pour une meˆme structure cyclique. Afin de repre´senter
de fac¸on unique et non ambigu¨e toutes les structures des peptides non-ribosomiaux, nous avons
de´veloppe´ une autre mode´lisation de ces structures base´e sur les graphes.
3.1.3 Mode´lisation par les graphes
Un graphe est un ensemble de points, appele´s nœuds, pouvant eˆtre relie´s par des liens appele´s
areˆtes, dans le cas ou` les liens n’ont pas d’orientation, ou arcs, dans le cas ou` les liens sont
oriente´s. Dans le but de pouvoir repre´senter l’ensemble des structures primaires rencontre´es au
sein des peptides non-ribosomiaux, nous avons de´cide´ de mode´liser les structures par des graphes
e´tiquete´s non-oriente´s, c’est-a`-dire des graphes dont les nœuds portent un nom (une e´tiquette)
et dont les liens n’ont pas de direction (orientation). Les nœuds repre´sentent les monome`res,
les areˆtes les liaisons entre ces monome`res et les e´tiquettes sont les noms des monome`res (cf.
figure 3.5). Nous avons choisi les graphes non-oriente´s, malgre´ le fait que les liaisons peptidiques
sont oriente´es (N-terminale vers C-terminale), pour plusieurs raisons. Premie`rement, au sein
des peptides non-ribosomiaux, il existe des liaisons non-peptidiques pour lesquelles l’orientation
n’est pas de´finie. Deuxie`mement, les graphes non-oriente´s sont plus ge´ne´raux, permettant ainsi
d’eˆtre moins stringent lors d’une comparaison. Par exemple, dans la mycosubtiline, la se´rine est en
position 6 et l’asparagine en position 7. L’ordre de ces monome`res est inverse´ dans l’iturine, c’est-
a`-dire que l’asparagine est en position 6 et la se´rine en position 7. Nous voulons eˆtre capables de
de´tecter ce type d’inversion, ce qui est possible uniquement en utilisant des graphes non-oriente´s.
Formellement, la structure d’un peptide est repre´sente´e par un graphe G(V,E,M, f) ou` V
est l’ensemble des nœuds, E ⊆ V × V est l’ensemble des areˆtes (liens non-oriente´s), c’est-a`-dire
des paires (u, v) ou` u, v sont dans V , f : V →M est une fonction qui associe une e´tiquette a` un
nœud et M est l’ensemble des e´tiquettes, c’est-a`-dire le nom des monome`res. Chaque nœud est
identifie´ par un nombre unique afin de pouvoir diffe´rencier des nœuds portant la meˆme e´tiquette.
La figure 3.5 montre quelques exemples de structures primaires de peptides non-ribosomiaux
mode´lise´es par des graphes e´tiquete´s non-oriente´s.
Les graphes permettent la mode´lisation de toutes les structures primaires des peptides
non-ribosomiaux. La structure de la vancomycine est tre`s complexe car elle contient des cy-
cles chevauchants et des branchements. Cette structure ne peut pas eˆtre mode´lise´e avec la
repre´sentation line´aire introduite pre´ce´demment, mais il est possible de le faire a` l’aide d’un
graphe e´tiquete´ non-oriente´. De plus, cette repre´sentation permet de symboliser le cas particulier
des he´te´rocycles forme´s entre deux monome`res en trac¸ant deux areˆtes entre les monome`res con-
cerne´s. Par exemple, la pyoverdine R de la figure 3.5 posse`de un he´te´rocycle entre les monome`res
1 (D-Ser) et 2 (Dab).
Les graphes sont encode´s sous la forme de chaˆınes de caracte`res afin de faciliter leur stockage.
Cet encodage reprend la de´finition des listes d’adjacence des graphes. Un graphe peut eˆtre de´fini
soit par une matrice d’adjacence soit par une liste d’adjacence. Une matrice d’adjacence consiste
en une matrice carre´e n×n, avec n le nombre de nœuds du graphe. En position i, j de la matrice
un 0 est e´crit s’il n’y a pas d’areˆte entre les nœuds i et j, un 1 lorqu’une areˆte existe entre
ces nœuds ou un 2 dans le cas particulier d’un he´te´rocycle entre les nœuds i et j. Les listes
d’adjacences consistent a` de´finir une liste par nœud. Pour le nœud i, la liste contient tous les
nœuds auxquels le nœud i est relie´ (cf. figure 3.6).
Pour des raisons de programmation, nous utilisons les listes d’adjacence pour encoder les
graphes sous forme de chaˆınes de caracte`res. Les diffe´rentes listes sont se´pare´es par le symbole
« @ ». La premie`re liste reprend le nom des diffe´rents monome`res contenus dans le peptide.
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D−Ala
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Gly
D−Ser3Me−Glu
Kyn
ACV
daptomycine
vancomycine
0 1 2 3 4 5 6 7
ChrP D−Ser Dab
Fo−OH−Orn
Gln D−Gln
D−Fo−OH−Orn
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2OH−Cl−Tyr
Hpg
Dhpg
D−Glc
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0 Asn
Hpg
Fig. 3.5 – Quelques exemples de structures mode´lise´es par des graphes
0 1 3
Ala
Gly 2
ValAla
listes d’adjacence
           Ala  Val  Gly  Ala
Ala      0        1       1       0
Gly      1        1        0      0
Ala      0        1        0      0
Val       1        0       1       1
matrice d’adjacence
representation chaine de caracteres
utilisee dans Norine1:Val {0,2,3}
0:Ala {1,2}
2:Gly {0,1}
3:Ala {1} Ala,Val,Gly,Ala@1,2@0,2,3@0,1@1
Fig. 3.6 – Repre´sentations des graphes
Ensuite, pour chaque monome`re, la liste des monome`res auxquels il est relie´ est donne´e. Un
exemple est montre´ dans la figure 3.6. Cette repre´sentation sous forme de chaˆınes de caracte`res
facilite le stockage informatique de la structure des peptides.
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3.2 Recherche d’un peptide selon sa composition en monome`res
Il peut eˆtre utile de rechercher les peptides contenant certains monome`res, sans avoir de
contrainte sur la position de ces monome`res au sein du peptide. Comme nous l’avons vu dans
le chapitre 1, il existe diffe´rentes biosynthe`ses. Par exemple, lors de la biosynthe`se non-line´aire,
l’agencement des modules de la synthe´tase est diffe´rent de celui des monome`res dans le peptide
produit. Dans ce cas, lors de la pre´diction des monome`res incorpore´s a` partir de la se´quence
prote´ique de la synthe´tase, l’information sur la position des monome`res est inconnue. Il est donc
ne´cessaire de rechercher les peptides contenant la liste des monome`res pre´dits, sans information
sur la structure. De plus, la pre´diction n’e´tant pas certaine, il est inte´ressant de pouvoir autoriser
un nombre maximum d’erreurs entre la composition monome´rique recherche´e et celle des peptides
teste´s.
La recherche d’une composition monome´rique au sein des peptides pre´sents dans la base
de donne´es est base´e sur l’intersection de deux multi-ensembles. La liste de monome`res est
transforme´e en un ensemble, c’est-a`-dire une liste d’objets uniques (un e´le´ment d’un ensemble
n’est pas re´pe´te´ dans cet ensemble). Or dans le cas des peptides non-ribosomiaux, un meˆme
monome`re peut eˆtre pre´sent plusieurs fois au sein d’un peptide. L’ide´e est donc de transformer
la liste des monome`res pre´sents dans un peptide en un ensemble, en nume´rotant les monome`res
re´pe´te´s. La liste des monome`res recherche´s par l’utilisateur est transforme´e en un ensemble E1
et la liste des monome`res d’un peptide en un ensemble E2. Ensuite, l’intersection entre les
deux ensembles E1 et E2 forme l’ensemble E3 qui contient tous les monome`res communs aux
deux ensembles. Le nombre d’erreurs entre les deux compositions est donc le nombre d’e´le´ments
contenus dans l’ensemble de de´part E1 moins le nombre d’e´le´ments contenus dans l’ensemble
intersection E3. Les peptides dont la composition correspond a` celle recherche´e avec le nombre
d’erreurs fixe´ par l’utilisateur sont ainsi retourne´s. Des exemples d’utilisation de cette fonction
seront donne´s dans le chapitre suivant.
3.3 Recherche de motifs structuraux
Comme pour les se´quences prote´iques ou nucle´iques, il peut eˆtre inte´ressant de rechercher
des motifs structuraux au sein des peptides non-ribosomiaux. Il existe e´galement une forte re-
lation entre la structure et la fonction d’un peptide non-ribosomial. Par exemple, Minowa et
al. [Minowa et al., 2007] ont identifie´ des motifs associe´s, de fac¸on significative, a` des activite´s
biologiques. De plus, diffe´rents logiciels pre´disent un peptide ou une partie d’un peptide a` partir
de la se´quence prote´ique d’une synthe´tase (section 2.2). Rechercher le motif obtenu a` partir de
la pre´diction peut eˆtre une e´tape ne´cessaire dans la recherche de nouvelles mole´cules ou l’e´tude
de ge`nes implique´s dans la synthe`se d’un peptide donne´.
Dans certaines analyses, il est ne´cessaire de pouvoir identifier une partie d’un motif, plutoˆt que
le motif complet, au sein d’un peptide donne´. En effet, dans certains cas, l’ordre des monome`res
peut eˆtre diffe´rent de celui des modules de la synthe´tases (section 1.2.4). Par exemple, lors de la
biosynthe`se de la syringomycine [Guenzi et al., 1998], le ge`ne SyrB1, responsable de l’incorpora-
tion de la thre´onine est situe´ en amont du ge`ne SyrE dans le ge´nome alors que la thre´onine est
le dernier monome`re du peptide. Dans ce cas, la recherche du motif complet pre´dit a` partir de
la synthe´tase ne permet pas l’identification de la syringomycine. Par contre, la recherche d’une
sous-structure commune aboutit a` l’identification de la syringomycine.
C’est pourquoi nous avons de´veloppe´ une me´thode efficace pour identifier la sous-structure
d’un motif donne´ au sein d’un ensemble de structures de peptides non-ribosomiaux. Cette
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me´thode a e´te´ publie´e dans BMC Structural Biology [Caboche et al., 2009].
3.3.1 Mode´lisation des motifs structuraux
Un motif est mode´lise´, comme la structure des peptides, par un graphe e´tiquete´ non-oriente´
P = (VP , EP , L, f) ou` VP est un ensemble de nœuds, EP ⊆ VP × VP un ensemble d’areˆtes (non-
oriente´es) et f : VP → L est une fonction qui associe une e´tiquette a` un nœud. La diffe´rence entre
un graphe mode´lisant un peptide et un graphe mode´lisant un motif est l’ensemble des e´tiquettes
possibles. En effet, M ⊂ L mais L contient des e´tiquettes supple´mentaires :
– « X », le symbole joker, repre´sente n’importe quel monome`re (symbole utilise´ pour les
prote´ines classiques)
– une liste de monome`res possibles, se´pare´s par le symbole « / », a` une position donne´e.
– le symbole « * » suivi par le nom d’un monome`re symbolise le monome`re ou un de ses
de´rive´s
L’introduction de ces symboles permet d’obtenir des motifs contenant des incertitudes ou
une alternative entre plusieurs monome`res a` certaines positions.
0 1 2 3
X*Orn Ser *Orn
P4
43210
D−Tyr X D−Tyr Thr Ile
0 1 2
Gly/Ile Thr X
X
3
0
1
2
34
X
X
X
X
X
P1
P2
P3
Fig. 3.7 – Quelques exemples de motifs structuraux
Par exemple, le motif P2 de la figure 3.7 contient soit une glycine soit une isoleucine en posi-
tion 0. Le motif P3 correspond a` un cycle compose´ de 5 monome`res quelconques. Le graphe P4
contient l’ornithine ou un de´rive´ de l’ornithine, comme par exemple OH-Orn (hydroxyornithine),
en position 0 et 3.
Nous voulons pouvoir identifier un motif line´aire dans un peptide qui ne l’est pas force´ment.
La figure 3.8 montre un exemple de motif que l’on souhaite pouvoir identifier dans diverses
structures peptidiques.
3.3.2 Me´thode classique
La recherche d’un motif au sein d’un peptide correspond a` la recherche d’une sous-structure,
de taille fixe´e, commune a` deux graphes. Ce proble`me est une variante du proble`me de recherche
du sous-graphe commun maximum (SCM). Le proble`me du SCM est un proble`me NP-complet
[Garey and Johnson, 1979], c’est-a`-dire un proble`me qui ne peut, a priori, pas eˆtre re´solu par
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Fig. 3.8 – Exemple d’un motif que l’on veut identifier dans diverses structures peptidiques
un algorithme en temps polynomial en la taille des graphes. Un autre proble`me similaire a` la
recherche de sous-structure est le proble`me de la recherche d’un sous-graphe connexe avec un
(multi-)ensemble d’e´tiquettes qui est e´galement NP-complet [Fellows et al., 2007].
En che´moinformatique, un graphe de compatibilite´ (GC), aussi appele´ graphe d’association
ou graphe de produit, est souvent utilise´ pour e´tablir la correspondance entre des structures chim-
iques repre´sente´es par des graphes [Raymond and Willett, 2002]. Ce graphe comprend toutes les
correspondances potentielles entre les deux graphes, c’est-a`-dire toutes les sous-structures com-
munes entre les deux graphes. La recherche de la clique maximale au sein de ce graphe permet
d’obtenir le SCM. Une clique dans un graphe non-oriente´ est un sous-ensemble de nœuds dans
lequel chaque paire de nœuds est connecte´e par une areˆte. La clique maximale est celle qui
contient le plus de nœuds.
Construction du graphe de compatibilite´
La de´finition classique du GC entre deux graphes P et G est la suivante :
– l’ensemble des nœuds du GC est le produit carte´sien VP ×V , c’est-a`-dire un nœud U(u, u
′)
du GC correspond a` l’association du nœud u de P et du nœud u′ de G. Dans le cas de
nœuds e´tiquete´s, seuls les nœuds avec la meˆme e´tiquette peuvent eˆtre associe´s et former
un nœud dans le GC.
– les nœuds U(u, u′) et V (v, v′) sont adjacents (relie´s par une areˆte) dans le GC si et seulement
si u 6= v et u′ 6= v′ et si l’une des conditions suivantes est observe´e :
– u est adjacent a` v dans P et u′ est adjacent a` v′ dans G (1)
– u n’est pas adjacent a` v dans P et u′ n’est pas adjacent a` v′ dans G (2)
Dans notre cas, nous devons modifier les re`gles de construction du GC car deux nœuds
peuvent eˆtre associe´s s’ils ont des e´tiquettes compatibles mais pas force´ment identiques. Si f(u) ∈
M , c’est-a`-dire si l’e´tiquette repre´sente un seul monome`re, alors tous les nœuds u′ avec f(u′) =
f(u) sont associe´s au nœud u. En d’autres termes, un nœud u de P portant une e´tiquette avec un
monome`re donne´ est associe´ avec tous les nœuds de G portant la meˆme e´tiquette. Si f(u) =’R/S’,
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tous les nœuds de G portant l’e´tiquette ’R’ ou ’S’ sont associe´s au nœud u de P . Si f(u) =’X’,
tous les nœuds de G sont associe´s au nœud u de P . Enfin, si f(u) est une e´tiquette ’*R’ alors
tous les nœuds de G pre´sentant le monome`re ’R’ ou un de ses de´rive´s sont associe´s avec le nœud
u de P .
Val ProAla
His ValAla Pro
0 1 2
0
3210
1 1 2
2 3
, ,
,
a b
c
Peptide G
motif P
graphe de
compatibilite
Fig. 3.9 – Exemple de construction d’un graphe de compatibilite´ entre les graphes P , repre´sentant
le motif, et G, repre´sentant le peptide
La figure 3.9 montre un exemple simple de construction d’un GC. Un nœud est identifie´ par
une lettre. Chaque nœud repre´sente l’association entre un nœud de P et un nœud de G. Par
exemple, le nœud a repre´sente l’association entre le nœud 0 de P et le nœud 1 de G qui portent
tous deux l’e´tiquette « Ala ». Les areˆtes situe´es entre les nœuds a et b et entre les nœuds b et c
sont obtenues a` partir de la condition (1). En effet, les nœuds 0 et 1 sont adjacents dans P et
les nœuds 1 et 2 sont e´galement adjacents dans G. L’areˆte entre les nœuds a et c est obtenue a`
partir de la condition (2). Les nœuds 0 et 2 ne sont pas adjacents dans P et les nœuds 1 et 3 ne
le sont pas dans G.
Recherche d’une k-clique
Le GC repre´sente toutes les correspondances possibles entre deux graphes. Chaque clique
dans le GC correspond a` une sous-structure commune dont la taille est e´gale au nombre de
nœuds de la clique. Une k-clique est une clique de taille k, c’est-a`-dire une clique contenant
k nœuds. En conse´quence, rechercher une k-clique dans le GC revient a` rechercher une sous-
structure commune de taille k entre les deux graphes. Dans la figure 3.9 la clique de taille 3
forme´e des nœuds a, b et c correspond a` l’occurrence du motif complet P dans le peptide G. Le
proble`me ge´ne´ral de la de´tection de clique, c’est-a`-dire savoir si une k-clique est pre´sente dans
un graphe est un proble`me NP-complet [Garey and Johnson, 1979].
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En nous inspirant de ces de´finitions et en les adaptant aux spe´cificite´s de notre proble`me,
nous avons de´veloppe´ une nouvelle me´thode efficace pour la recherche d’un motif au sein des
peptides non-ribosomiaux.
3.3.3 Notre me´thode
Notre but est de de´tecter efficacement et de fac¸on exacte si un sous-graphe connexe de taille
au minimum k d’un motif P est une sous-structure du graphe G mode´lisant un peptide. k est une
variable de l’algorithme fixe´e par l’utilisateur. Si k est e´gal a` la taille du motif, le proble`me revient
a` ve´rifier si le motif P est entie`rement pre´sent dans le graphe G. Dans la de´finition classique
des GC, une clique correspond a` un sous-graphe induit commun aux deux graphes d’entre´e. Un
sous-graphe G′ d’un graphe G est un sous-graphe induit si et seulement si toutes les areˆtes de G
ayant leurs extre´mite´s parmi les nœuds communs sont toutes pre´sentes dans G′. Dans notre cas,
nous voulons autoriser l’association entre un nœud de G pre´sentant plus d’areˆtes que le nœud
associe´ dans le motif P . Par exemple nous voulons que le motif P de la figure 3.10 soit identifie´
dans le graphe G de la figure 3.10, bien qu’il n’existe pas d’areˆte entre les nœuds 0 et 4 de P
alors qu’une areˆte est pre´sente entre les nœuds correspondants, 3 et 4, dans G.
43210
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Fig. 3.10 – Exemple d’un motif et d’un peptide
En termes mathe´matiques, nous recherchons un ensemble de k nœuds dans P pour lesquels le
sous-graphe induit dans P est connexe et isomorphe a` un sous-graphe, pas force´ment induit, deG.
Cette asyme´trie entre P et G empeˆche l’utilisation des me´thodes classiques pour l’identification
d’une sous-structure commune entre deux graphes. Nous avons donc de´veloppe´ une me´thode
adapte´e a` ce proble`me. Notre me´thode est base´e sur la rede´finition des re`gles de construction
d’un GC et la recherche d’une k-clique au sein du GC.
Nouvelles re`gles de construction
Avant la construction d’un GC nous ve´rifions deux conditions assurant qu’une sous-structure
de taille k du motif P puisse eˆtre pre´sente au sein du graphe G. Premie`rement, la taille de G doit
eˆtre supe´rieure ou e´gale a` k. Deuxie`mement, au moins k nœuds du motif doivent eˆtre associe´s a`
des nœuds de G. Le GC est construit si ces deux conditions sont respecte´es.
Lorsque le motif entier est recherche´, et dans le but de diminuer le nombre de nœuds dans le
GC, nous associons un nœud u de P avec un nœud u′ de G si et seulement si, en plus de pre´senter
des e´tiquettes compatibles, le degre´ du nœud u′ est supe´rieur ou e´gal au degre´ du nœud u. Le
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degre´ d’un nœud est le nombre d’areˆtes qui contiennent ce nœud. Par exemple, si un nœud de
P a un degre´ de 3, c’est-a`-dire que ce nœud compte 3 areˆtes, alors il est impossible de l’associer
a` un nœud de G ayant seulement 2 areˆtes puisqu’un nœud adjacent a` un autre nœud de P doit
aussi eˆtre adjacent dans G.
Afin d’adapter la me´thode a` notre proble`me nous devons conside´rer le cas suivant :
– u est adjacent a` v dans P et u′ est adjacent a` v′ dans G (1)
– u n’est pas adjacent a` v dans P et u′ est ou n’est pas adjacent a` v′ dans G (2’)
En d’autres termes, si les nœuds sont adjacents dans P , les nœuds associe´s dans G doivent
e´galement eˆtre adjacents pour avoir une areˆte dans le GC (condition 1), par contre la re´ciproque
n’est plus ne´cessairement vraie (condition 2). Ainsi, la condition (2) de la me´thode classique
est e´tendue ce qui augmente le nombre d’areˆtes dans le GC. Or la taille du GC, en nombre de
nœuds et d’areˆtes, est le facteur de´terminant pour l’efficacite´ de la me´thode. En effet, plus le GC
est grand, plus il faut de temps pour rechercher une clique dans ce dernier. Nous devons donc
re´duire le nombre de nœuds et d’areˆtes au sein du GC afin d’obtenir une me´thode efficace.
L’extension de la condition (2) dans la me´thode classique nous permet d’identifier des sous-
graphes communs non obligatoirement induits. Cependant, le nombre d’areˆtes dans le GC est
augmente´ et, par conse´quent, le temps de recherche de k-cliques au sein de ce dernier. La figure
3.11 montre l’e´volution du nombre d’areˆtes en fonction du nombre de nœuds au sein des GC
construits soit en utilisant les conditions (1) et (2) de la me´thode classique soit en utilisant les
conditions (1) et (2’).
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condition (3)
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Fig. 3.11 – Nombre d’areˆtes en fonction du nombre de nœuds dans les GC en utilisant soit les
conditions (1) et (2), soit les conditions (1) et (2’), soit la condition (3).
Cette figure a e´te´ obtenue en conside´rant des motifs correspondants a` des peptides re´els et
en faisant varier le nombre de jokers (« X ») dans ces motifs. Nous constatons que le nombre
d’areˆtes augmente lorsque la condition (1) est utilise´e avec la condition (2’). Cette figure montre
e´galement que le nombre d’areˆtes dans le GC croˆıt rapidement. En effet, un GC contenant 1 061
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nœuds posse`de 488 724 areˆtes avec les conditions (1) et (2) et 509 595 areˆtes avec les conditions
(1) et (2’). Lorsque le nombre de nœuds du GC est de 2 401, le nombre d’areˆtes de´passe les 2
millions que ce soit avec les conditions (1) et (2) ou les conditions (1) et (2’). Rechercher une
clique dans un GC aussi dense devient tre`s long. Nous avons donc cherche´ a` re´duire le nombre
d’areˆtes dans le GC.
Le nombre important d’areˆtes dans le GC est duˆ au cas ou` deux nœuds ne sont pas adjacents
dans P . Ce cas ame`ne beaucoup d’associations non significatives car de nombreux nœuds ne
sont pas adjacents les uns aux autres dans P . L’ide´e est donc de filtrer les associations de nœuds
ne pouvant pas participer a` la sous-structure commune durant la construction du GC. Pour ce
faire, nous avons utilise´ la taille des chemins e´le´mentaires au sein des deux graphes d’entre´e. Un
chemin e´le´mentaire (CE) dans un graphe est un chemin sans boucle. Dans chaque graphe P et
G, nous calculons la taille de tous les CE entre un nœud donne´ et tous les autres et ceci pour
chaque nœud du graphe. Dans notre cas, nous recherchons des sous-graphes de taille k ce qui
nous permet de borner la taille des CE a` k−1, qui est le nombre maximum de nœuds qui peuvent
eˆtre visite´s lors d’un parcours dans un graphe de taille k. Pour un graphe G, nous stockons la
taille des CE dans une matrice EPSG, ou` EPSG[i, j] contient le multi-ensemble des tailles de
tous les CE entre les nœuds i et j (cf. figure 3.12). Pour calculer la taille des CE entre les nœuds
d’un graphe, nous utilisons un algorithme na¨ıf base´ sur le parcours en profondeur du graphe. Cet
algorithme est quadratique mais est tre`s rapide en pratique du fait de la petite taille des graphes
traite´s dans notre cas.
EPSP
0 1 2 3 4
0 {0} {1} {2} {3} {4}
1 {0} {1} {2} {3}
2 {0} {1} {2}
3 {0} {1}
4 {0}
EPSG
0 1 2 3 4 5 6
0 {0} {1} {2} {3} {4} {4} {3}
1 {0} {1} {2} {3,4} {3,4} {2}
2 {0} {1,4} {2,3} {2,3} {1,4}
3 {0} {1,4} {2,3} {2,3}
4 {0} {1,4} {2,3}
5 {0} {1,4}
6 {0}
0 1 2
3 4
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D−PheC4:0 Thr
Ile
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D−Tyr
G
43210
D−Tyr X D−Tyr Thr Ile
P
Fig. 3.12 – Exemples des matrices des tailles des CE pour un motif P et un peptide G avec k
e´gal a` la taille de P
Par exemple, il existe deux CE entre les nœuds 1 et 4 de G. Le premier est de taille 3 (chemin
passant par les nœuds 1, 2, 3 et 4) et le second est de taille 4 (chemin 1-2-6-5-4). Les nœuds 0
et 4 dans G sont connecte´s par deux CE, l’un de taille 4 et l’autre de taille 5. Le CE de taille 5
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n’apparait pas car il est supe´rieur a` k − 1 qui est ici e´gal a` 4 (dans l’exemple P est de taille 5).
A l’aide de ces matrices, nous avons de´fini de nouvelles re`gles de construction pour le GC.
Les nœuds U(u, u′) et V (v, v′) dans le GC sont relie´s par une areˆte si et seulement si le multi-
ensemble des tailles des CE entre u et v dans P est inclus dans le multi-ensemble des tailles des
CE entre u′ et v′ dans G. Cela signifie que les distances entre deux nœuds dans P doivent eˆtre
pre´sentes dans les distances respectives de G pour avoir une areˆte dans le GC. Dans la figure
3.12, le motif P est line´aire ce qui implique qu’il ne peut y avoir qu’un CE entre deux nœuds ;
alors qu’il peut y en avoir deux entre deux nœuds de G qui contient un cycle. Or, nous voulons
trouver l’occurrence de P dans G. En re´sume´, un GC entre un graphe P et un graphe G est
de´fini comme suit :
– chaque nœud U(u, u′) du GC correspond a` l’association d’un nœud u de P et d’un nœud
u′ de G avec f(u) compatible avec f(u′).
– deux nœuds U(u, u′) et V (v, v′) sont adjacents dans le GC si et seulement si :
– u 6= v et u′ 6= v′ et EPSP [u, v] ⊆ EPSG[u
′, v′]. (3)
Nous avons remplace´ les conditions (1) et (2) de la me´thode classique par la condition (3).
L’introduction de cette nouvelle condition re´duit le nombre d’areˆtes dans le GC sans perte
d’information sur l’occurrence possible du motif. La figure 3.11 montre l’e´volution du nombre
d’areˆtes en fonction du nombre de nœuds au sein des GC construits soit en utilisant les conditions
(1) et (2) de la me´thode classique soit en utilisant les conditions (1) et (2’), soit en utilisant la
condition (3) de la nouvelle me´thode. Nous constatons que le nombre d’areˆtes dans le GC diminue
fortement lorsque la condition (3) est utilise´e. En effet, un GC contenant 1 061 nœuds posse`de
488 724 areˆtes avec les conditions (1) et (2), 509 595 areˆtes avec les conditions (1) et (2’) et 14 564
areˆtes avec la condition (3). Le nombre d’areˆtes est divise´ par plus de 33 graˆce a` la condition (3).
En plus de re´duire le nombre de nœuds et le nombre d’areˆtes au sein du GC, cette nouvelle
me´thode de´tecte des sous-graphes communs induits dans P et pas force´ment dans G. La fig-
ure 3.13 montre un exemple de construction d’un GC avec la me´thode classique et avec notre
me´thode.
Dans un GC, un nœud est identifie´ par une lettre et repre´sente une association entre un nœud
de P et un nœud de G ayant des e´tiquettes compatibles. Par exemple, le nœud « a » repre´sente
l’association entre le nœud 0 de P et le nœud 4 de G. Dans la figure 3.13, les areˆtes en pointille´s
correspondent aux areˆtes qui diffe`rent entre les deux me´thodes de construction. Les areˆtes en
gras forment une clique de taille 5 (la taille de P ). Nous constatons qu’il n’existe pas d’areˆte
entre les nœuds a et l dans le GC construit avec la me´thode classique. En effet, les nœuds 0 et
4 ne sont pas adjacents dans P alors que les nœuds 4 et 3 sont adjacents dans G. Par contre,
une areˆte existe entre ces nœuds dans le GC construit avec la nouvelle me´thode. Cette areˆte
forme une clique de taille 5 ce qui signifie que le motif P est pre´sent dans le graphe G. Ainsi,
avec la nouvelle me´thode, il est possible d’identifier le motif P dans le graphe G, ce qui n’est pas
possible avec la me´thode classique. Par ailleurs, cet exemple montre e´galement une re´duction du
nombre de nœuds. En effet, le nœud z du GC construit avec la me´thode classique disparaˆıt dans
le GC construit avec la nouvelle me´thode. Ce nœud associe le nœud 1 de P qui est le caracte`re
joker et le nœud 0 de G. Or, le degre´ du nœud 1 de P (2) est strictement supe´rieur au degre´ du
nœud 0 de G (1). Ainsi, le nœud z disparait du GC construit avec la nouvelle me´thode. Enfin,
cet exemple montre e´galement une re´duction du nombre d’areˆtes dans le GC construit avec la
nouvelle me´thode. En effet, le GC construit avec la me´thode classique contient 22 areˆtes alors
que celui construit avec la nouvelle me´thode n’en contient que 19. Par exemple, dans le GC
construit avec la me´thode classique, il existe une areˆte entre les nœuds b(0, 6) et l(4, 3). Cette
areˆte disparaˆıt lorsqu’on utilise la nouvelle me´thode car les tailles des CE entre les nœuds 0 et
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Fig. 3.13 – Exemple de construction du GC des graphes P et G avec a) la me´thode classique et
b) notre me´thode. Les areˆtes en pointille´s sont celles qui diffe`rent entre les GC construits avec
les deux me´thodes. Les areˆtes en gras forment une clique de taille 5.
4 dans P (ici {4}) ne sont pas incluses dans les tailles des CE entre les nœuds 6 et 3 (ici {2, 3})
dans G. La nouvelle me´thode exclut ce type d’areˆtes et re´duit ainsi le nombre d’areˆtes dans le
GC correspondant.
Une fois le GC construit, l’e´tape suivante est la recherche d’une k-clique au sein de ce GC.
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Recherche d’une k-clique
La pre´sence d’une k-clique au sein d’un GC signifie qu’il existe un sous-graphe induit de P
qui est un sous-graphe de G. Dans le cas ou` k est infe´rieur a` la taille de P , c’est-a`-dire quand
une sous-structure de taille k commune entre P et G est recherche´e, nous devons ve´rifier en plus,
que le sous-graphe correspondant est connexe dans P , et par conse´quent dans G.
Pour rechercher une k-clique, nous utilisons un algorithme de se´paration et e´valuation (branch
and bound) inspire´ de [Mehlhorn, 1984]. C’est un algorithme exhaustif qui explore l’arbre de
recherche du graphe en profondeur. Le pseudo-code est donne´ dans la proce´dure 1.
Proce´dure 1 k-clique (Liste solution,Liste compatible)
Entre´es: Liste solution, Liste compatible
# solution contient la liste des nœuds de la clique courante
# compatible contient la liste des nœuds compatibles, c’est-a`-dire les nœuds qui sont adjacents
a` tous les nœuds de solution
# k est la taille de la clique a` rechercher
# clique est un boole´en e´gal a` vrai quand une k-clique est trouve´e
# continu est un boole´en e´gal a` vrai tant que |VP | − k nœuds du motif n’ont pas e´te´ e´limine´s
de la solution
1: si solution.taille ≥ k alors
2: si k = P.taille alors
3: clique = vrai
4: else
5: si solution est connexe alors
6: clique = vrai
7: finsi
8: finsi
9: finsi
10: si (compa.taille 6= 0) ET (clique 6= vrai) ET (continu 6= faux) alors
11: int element=premier e´le´ment de compatible
12: enleve element de compatible
13: Liste nouveau= intersection de compatible et de la liste d’adjacence de element
14: ajout de element dans solution
15: si solution.taille+ nouveau.taille ≥ k alors
16: k-clique(solution, nouveau)
17: le dernier e´le´ment de solution est retire´
18: finsi
19: finsi
A chaque nœud de profondeur h, nous essayons d’e´tendre la clique courante de taille h avec
un nouveau nœud dans le but d’obtenir une clique de taille h+1. Chacun de ces nœuds ajoute´s
doit eˆtre relie´ a` tous les nœuds de la solution courante. Le processus est re´ite´re´ re´cursivement
jusqu’a` ce qu’aucun nœud ne puisse plus eˆtre ajoute´ ou qu’une k-clique soit trouve´e. L’arbre de
recherche est e´lague´ en n’explorant pas les branches dont la longueur est infe´rieure a` k (ligne 15
de la proce´dure 1). Une fois qu’une clique de taille k est trouve´e, la recherche est arreˆte´e et le
peptide posse´dant le motif est retourne´. Lorsque plus de (|VP |−k) nœuds du motif ne participent
pas a` la k-clique, avec VP le nombre de nœuds du motif, la recherche peut eˆtre stoppe´e. Dans le
cas ou` VP = k, c’est-a`-dire que le motif complet est recherche´ au sein de G, tous les nœuds du
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motif doivent contribuer a` la clique. Dans l’exemple de la figure 3.13, le nœud 0 de P est implique´
dans les nœuds a et b du GC. Si aucun de ces deux nœuds n’est implique´ dans la clique alors
la recherche d’une clique de taille 5 peut s’arreˆter. En effet, si ni le nœud a ni le b du GC n’est
implique´ dans la clique, il est impossible de trouver une clique de taille 5 dans ce GC, c’est-a`-dire
une occurrence comple`te de P dans G. Enfin, une k-clique contenant le nœud de degre´ maximal
du motif P est recherche´e dans le GC afin de de´tecter rapidement une non-occurrence du motif.
Initialement, la proce´dure est lance´e avec la liste solution vide et la liste compatible contenant
tous les nœuds du GC.
3.3.4 Tests d’efficacite´
Tous les tests de cette section ont e´te´ re´alise´s sur un PC avec un processeur de 1,73 GHz
et 512 MB de RAM. L’algorithme de recherche de k-clique utilise´ est le meˆme dans les deux
cas, seule la me´thode de construction du GC varie. Les tests ont e´te´ re´alise´s sur un ensemble
contenant 711 structures de peptides non-ribosomiaux mode´lise´es par des graphes e´tiquete´s non-
oriente´s (peptides NOR00001 a` NOR00711 de Norine). La figure 3.14 a) montre que le motif
le plus fre´quent est le motif line´aire. La figure 3.14 b) montre que plus de 70% des 711 peptides
e´tudie´s ont au moins 7 monome`res. Ainsi, en recherchant un motif compose´ de 7 caracte`res
« joker », plus de 70% des 711 peptides sont teste´s. Les autres sont rejete´s de`s le test portant
sur la comparaison de la taille du peptide par rapport celle du motif.
Fig. 3.14 – Etude des caracte´ristiques structurales des 711 peptides NOR00001 a` NOR00711 de
Norine : a) distribution des motifs de taille 4 et b) distribution des tailles.
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Fig. 3.15 – Quelques exemples de motifs structuraux et de graphes mode´lisant des peptides
Dans le but de tester l’efficacite´ de notre me´thode, nous avons dans un premier temps,
compare´ le nombre de nœuds et d’areˆtes dans des GC construits avec la me´thode classique et la
nouvelle me´thode, lors de recherche de motifs entiers au sein des diffe´rents peptides de la figure
3.15.
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motif peptide nombre de nœuds nombre d’areˆtes
P1 G1 13 / 12 22 / 19
P2 G1 16 / 16 43 / 29
P3 G1 35 / 30 210 / 100
P3 G2 25 / 15 100 / 0
P4 G2 10 / 8 14 / 9
Ala-1(a) Ala(b) 73 / 73 1918 / 286
(X)19(c) Ala(b) 380 / 346 53010 / 3948
Tab. 3.1 – Nombre de nœuds et d’areˆtes au sein des GC construits avec la me´thode classique et la
nouvelle. Le premier nombre correspond a` la me´thode classique et le second, en gras, correspond
a` la nouvelle me´thode.
(a) motif correspondant a` l’alamethicine moins le dernier monome`re
(b) motif correspondant a` l’alamethicine contenant les 20 monome`res
(c) motif line´aire compose´ de 19 « X »
Les re´sultats de la table 3.1 montrent que le nombre de nœuds et d’areˆtes de la nouvelle
me´thode est toujours infe´rieur ou e´gal a` ceux de la me´thode classique. Dans le cas de la recherche
du motif P3 dans le graphe G2, il n’y a pas d’areˆte dans le GC construit avec la nouvelle me´thode
car la liste des CE de P3 n’est pas incluse dans celle des CE de G. En effet, P3 est cyclique
et chaque paire de nœuds est connecte´e par deux CE alors que G2 est line´aire, il n’existe donc
qu’un seul CE entre chaque paire de nœuds. Dans ce cas, notre me´thode trouve directement le
re´sultat, sans rechercher de k-clique. Lorsque le motif compose´ de 19 « X » est recherche´ dans le
graphe correspondant a` l’alamethicine, le nombre de nœuds est de 380 avec la me´thode classique
et de 346 avec la nouvelle me´thode. Cette diminution du nombre de nœuds est due a` l’ajout
de la condition sur le degre´ des nœuds. De plus, dans cet exemple, le nombre d’areˆtes passe de
53 010 a` 3 948 avec la nouvelle me´thode ce qui repre´sente plus de 13 fois moins d’areˆtes qu’avec
la me´thode classique.
Ces exemples montrent que la nouvelle me´thode mise en place re´duit le nombre de nœuds et
d’areˆtes au sein des GC, offrant ainsi une recherche efficace d’une k-clique dans ce GC compact.
Dans le but de ve´rifier la diminution du temps d’exe´cution de recherche d’un motif au sein
d’un ensemble de graphes, nous avons mesure´ le temps de recherche de diffe´rents motifs entiers
au sein des 711 peptides NOR00001 a` NOR00711 de Norine.
La table 3.2 montre les re´sultats obtenus avec la me´thode classique compare´s a` ceux obtenus
avec la nouvelle me´thode. La premie`re constatation est que le nombre de re´sultats obtenus, c’est-
a`-dire le nombre de peptides contenant le motif recherche´, est souvent plus e´leve´ avec la nouvelle
me´thode. Les peptides trouve´s en plus contiennent soit un cycle qui n’est pas pre´sent dans le
motif, soit une double liaison entre deux monome`res. Dans l’exemple 6, un motif compose´ de
deux monome`res quelconques est recherche´. Les 711 graphes teste´s contiennent tous au mini-
mum deux monome`res et par conse´quent les deux me´thodes devraient retourner les 711 graphes.
Cependant seuls 698 graphes sont retourne´s par la me´thode classique a` cause de la pre´sence de
13 dipeptides cycliques. En effet, certains peptides peuvent contenir un he´te´rocycle forme´ entre
deux monome`res adjacents, ce qui se traduit par deux nœuds relie´s par deux areˆtes. La me´thode
classique ne trouve pas ces cas particuliers.
Ensuite, nous pouvons constater que la nouvelle me´thode est beaucoup plus rapide que la
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motif nombre de re´sultats temps
1 P1 0 / 1 152 ms / 147 ms
2 P2 10 / 11 2,3 s / 186 ms
3 P3 105 / 105 7,7 s / 309 ms
4 P4 4 / 6 271 ms / 219 ms
5 Gln/Glu X D-Leu 12 / 12 178 ms / 175 ms
X Asp D-Leu X
6 X X 698 / 711 180 ms / 179 ms
7 X X5 X 332 / 511 3,1 s / 383 ms
8 X X9 X 113 / 175 7,1 min / 387 ms
9 X X12 X 33 / 48 7 h /267 ms
10 X X16 X ND / 24 ND /265 ms
11 X X18 X ND / 15 ND /377 ms
12 X X47 X 1 / 1 4,7 min /598 ms
13 X X14 X X ND / 7 ND /394 ms
|
X
14 X X14 X X ND / 0 ND / 280 ms
| /
X
Tab. 3.2 – Temps de recherche de diffe´rents motifs complets au sein d’un ensemble de 711
graphes. Le premier nombre est celui concernant la me´thode classique et le second, en gras, est
celui de la nouvelle me´thode. ND signifie que le temps est supe´rieur a` 8 heures.
me´thode classique. Dans l’exemple 13, la me´thode classique ne produit pas de re´sultat apre`s
8 heures de calculs alors que seulement 394 ms sont ne´cessaires a` la nouvelle me´thode pour
retourner la liste des graphes contenant le motif recherche´. Pour le motif line´aire compose´ de 7
« X » (exemple 7), pre´sent dans plus de 70% des 711 peptides, le temps de recherche est 8 fois
plus long lorsque la me´thode classique est utilise´e. L’exemple 14 repre´sente un test ne´gatif car il
n’est pas pre´sent dans les 711 peptides. Une fois encore la me´thode classique ne produit pas de
re´sultat apre`s 8 heures de calculs alors que la nouvelle me´thode ne prend que 280 ms.
Cette expe´rience, ainsi que les pre´ce´dentes prouvent que la nouvelle me´thode est partic-
ulie`rement efficace et adapte´e a` notre proble`me. En effet, la me´thode de´veloppe´e recherche une
sous-structure commune de taille k entre un motif P et un graphe G. Il faut moins d’une seconde
pour rechercher un motif dans un ensemble de 711 graphes. Cette me´thode peut ensuite eˆtre
facilement modifie´e pour comparer strictement deux peptides de fac¸on efficace.
3.3.5 Comparaison stricte
Rechercher si un peptide est pre´sent dans un ensemble de peptides connus est souvent
ne´cessaire lors de l’identification de nouvelles mole´cules. En effet, apre`s l’identification de la
structure d’un peptide isole´ a` partir d’un organisme e´tudie´, la premie`re e´tape est de savoir si
ce peptide a de´ja` e´te´ identifie´. Pour ce faire nous avons besoin de comparer strictement ce pep-
tide a` l’ensemble des peptides connus. Dans cette section, le but est de savoir si deux peptides
mode´lise´s par des graphes sont strictement identiques. Nous avons donc modifie´ la recherche de
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motifs dans le but de comparer strictement deux graphes.
Un GC entre un graphe G1 et un graphe G2 est de´fini comme suit :
– chaque nœud du GC U(u, u′) correspond a` l’association d’un nœud u de G1 et d’un nœud
u′ de G2 avec deg(u) = deg(u′) et f(u) = f(u′).
– deux nœuds U(u, u′) et V (v, v′) sont adjacents dans le GC si et seulement si u 6= v et
u′ 6= v′ et EPSG1[u, v] = EPSG2[u
′, v′].
Cette fois, nous associons un nœud de G1 avec un nœud de G2 si et seulement si les degre´s de
ces nœuds sont e´gaux et s’ils pre´sentent exactement les meˆmes e´tiquettes. Deux nœuds U(u, u′)
et V (v, v′) sont adjacents dans le GC, si la liste des tailles des CE entre les nœuds u et v de G1
est identique a` celle de la taille des CE entre les nœuds u′ et v′ de G2. Toutes ces conditions
d’e´galite´ aboutissent a` la de´tection de graphes identiques en un temps tre`s court.
3.4 Extension de la me´thode a` la recherche de similarite´s
Il peut eˆtre inte´ressant de rechercher des peptides similaires a` un peptide donne´. En effet,
des peptides posse´dant des structures similaires pre´sentent souvent des activite´s biologiques simi-
laires. Une comparaison par recherche de similarite´s aide a` mettre en e´vidence des caracte´ristiques
structurelles communes a` deux peptides. Dans un premier temps, nous avons adapte´ la me´thode
de recherche de motifs pour mettre en e´vidence la plus grande sous-structure commune entre les
deux peptides. Pour estimer la similarite´ entre deux peptides nous avons besoin d’une mesure
chiffre´e permettant de comparer les similarite´s trouve´es entre diffe´rentes paires de peptides. Nous
avons mis en place une distance permettant d’estimer la similarite´ entre deux peptides. Enfin, au
vu du grand nombre de monome`res pouvant eˆtre incorpore´s au sein des peptides non-ribosomiaux,
nous avons mis en place plusieurs niveaux de regroupement des monome`res.
3.4.1 Recherche de similarite´s
Dans le but de trouver une similarite´ entre deux peptides, nous avons modifie´ l’algorithme
conc¸u pour la recherche de motifs. Pour ce faire, nous devons identifier la sous-structure com-
mune maximale entre deux peptides, c’est-a`-dire nous ne recherchons plus une k-clique au
niveau du GC, mais la clique maximale. Le GC est toujours construit sur le meˆme principe
que pre´ce´demment, cependant, quelques modifications ont e´te´ re´alise´es. Tout d’abord, il faut
avoir une comparaison commutative. En effet, la similarite´ calcule´e entre le graphe G1 et le
graphe G2 doit eˆtre la meˆme que celle calcule´e entre les graphes G2 et G1. Le GC entre les
graphes G1 et G2 est de´fini comme suit :
– chaque nœud U(u, u′) du GC correspond a` l’association d’un nœud u de G1 et d’un nœud
u′ de G2 avec f(u) = f(u′)
– deux nœuds U(u, u′) et V (v, v′) du GC sont adjacents si et seulement si u 6= v et u′ 6= v′
et EPSG1[u, v] ∩ EPSG2[u
′, v′] 6= ∅
La premie`re diffe´rence entre la version adapte´e a` la recherche de similarite´s et la version de
recherche d’un motif est qu’il n’y a plus de contrainte sur le degre´ d’un nœud. En effet, comme
la comparaison doit eˆtre commutative, il est impossible de mettre une condition sur le degre´ du
nœud. Pour que deux nœuds soient associe´s, il suffit qu’ils portent la meˆme e´tiquette. La seconde
modification est que l’intersection entre la liste des tailles des CE entre deux nœuds d’un graphe
et la liste des tailles des CE entre les deux nœuds de l’autre graphe doit eˆtre non-nulle pour
obtenir une areˆte dans le GC. Dans ce cas, la condition d’intersection est plus permissive que la
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condition d’inclusion pre´ce´dente car nous recherchons ici une sous-structure commune maximale
et non plus un motif dans un peptide.
La clique maximale repre´sente alors la sous-structure commune maximale. Dans ce cas, la
sous-structure maximale n’est pas force´ment connexe. En effet, un nœud de G1 est mis en
correspondance avec un nœud de G2 si ces deux nœuds se trouvent dans des environnements
comparables, meˆme si ces derniers ne sont pas connecte´s aux autres nœuds de la sous-structure
commune identifie´e.
43210
Pro GluAla Val Gly
G1
43210
GluAla Val Gly His
G2
43210
Ala Val Gly Glu
5
G3
Leu Asn
Fig. 3.16 – Exemple de la similarite´ entre diffe´rents graphes
La figure 3.16 montre la sous-structure commune maximale non-connexe entre plusieurs
graphes. Nous pouvons constater que les nœuds 0, 1, 2, 4 de G1 sont associe´s aux nœuds 0, 1, 2, 4
de G2 car ils pre´sentent les meˆmes e´tiquettes. De plus, il existe un CE de taille 2 entre les nœuds
2 et 4 de G1 et entre les nœuds 2 et 4 de G2. Donc, l’intersection entre la liste des tailles des
chemins de ces nœuds n’est pas vide et une areˆte est trace´e dans le GC. Au contraire, les nœuds
4 de G1 et 5 de G3 ne font pas partie de la sous-structure commune maximale car la taille des
CE entre le nœud 5 et le nœud 2 de G3 est plus grande que celle des chemins entre les nœuds
4 et 2 de G1. En re´sume´, deux nœuds sont mis en correspondance s’ils se trouvent dans des
environnements similaires. Cette me´thode autorise donc des substitutions non connues a priori,
mais pas des insertions ou de´le´tions de nœuds.
Une fois le GC construit, il faut rechercher la clique maximale, c’est a` dire la clique ayant le
nombre de nœuds maximum au sein de ce GC. Lorsque deux cliques pre´sentent la meˆme taille,
c’est-a`-dire le meˆme nombre de nœuds, celle qui implique le plus grand nombre d’areˆtes au sein
des graphes a` comparer est conserve´e. La figure 3.17 montre un cas particulier ou` deux cliques
de meˆme taille existent dans le GC mais n’impliquent pas le meˆme nombre d’areˆtes dans les
graphes d’entre´e.
En effet, nous constatons que deux cliques de taille 3 existent dans le GC. La premie`re
comprend les nœuds 0, 1, 3 de G1 et les nœuds 0, 1, 3 de G2. Cette clique de taille 3 correspond a`
une sous-structure commune non connexe compose´e de 3 nœuds et d’une seule areˆte (l’areˆte entre
les nœuds 0 et 1) entre les graphes G1 et G2. Une seconde clique de taille 3 contient les nœuds
5, 6, 7 de G1 et les nœuds 4, 5, 6 de G2. Cette seconde clique correspond a` une sous-structure
connexe commune compose´e de 3 nœuds et de 2 areˆtes. Dans ce cas, si la taille de la clique
est mesure´e uniquement en comptant le nombre de nœuds, l’une ou l’autre des deux cliques
peuvent eˆtre retourne´es. Cependant, la seconde implique un nombre d’areˆtes supe´rieur au sein
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43210
D−Tyr
5 6
Val Leu Ala Thr Ile
43210
D−Tyr
5 6 7
Val Leu GlyPro Ala Thr Ile
G1
G2
Asn
Fig. 3.17 – Exemple de comparaison de deux graphes
des graphes d’entre´e et est donc meilleure. Nous conside´rons donc une clique maximale comme
une clique contenant un nombre maximal de nœuds, mais e´galement impliquant un nombre
maximal d’areˆtes dans les graphes d’entre´e.
Ce mode`le prend en compte des substitutions de nœuds non connues a priori, mais pas des
insertions-de´le´tions de nœuds.
3.4.2 Distance entre deux peptides
Une distance est une mesure nume´rique refle´tant les diffe´rences entre deux objets. Une dis-
tance entre deux graphes est souvent normalise´e pour eˆtre comprise entre 0 et 1. Plus la distance
est proche de 0 et plus les graphes se ressemblent et inversement, plus la distance est proche
de 1 et plus les deux graphes sont diffe´rents. Il existe diffe´rentes fac¸ons de calculer une distance
entre deux graphes. L’utilisation de ces diffe´rentes mesures de´pend des graphes sur lesquels elles
s’appliquent et de ce que les auteurs cherchent a` mettre en e´vidence [Schenker et al., 2003].
Une distance tre`s utilise´e lors de la comparaison de deux graphes G1 et G2 est celle base´e sur
le sous-graphe commun maximal ou Maximal Common Subgraph (MCS), introduite par Bunke
et Shearer [Bunke and Shearer, 1998] :
d(G1, G2) = 1−
|mcs(G1, G2)|
Max(|G1|, |G2|)
ou` |mcs(G1, G2)| est la taille (nombre de nœuds) du sous-graphe commun induit maximal de G1
et G2 et Max(|G1|, |G2|) est la taille (nombre de nœuds) du plus grand graphe entre G1 et G2.
Soient deux graphes G1 = (V 1, E1) et G2 = (V 2, E2). D’apre`s notre me´thode, nous calculons
un sous-graphe commun maximal mcs(G1, G2) = (Vmcs, Emcs). Cependant, ici le sous-graphe
n’est pas forcement un sous-graphe induit, comme dans la plupart des cas dans la litte´rature.
Ceci est duˆ aux re`gles de de´finition du GC. Le mot « maximal » est e´galement a` prendre avec
pre´caution, car dans le cas de sous-graphes non-connexes, la maximalite´ est conditionne´e par le
fait que les composantes connexes soient relie´es par des chemins de meˆme longueur.
Autrement dit, le sous-graphe mcs(G1, G2) apparaˆıt en tant que sous-graphe (pas forcement
induit) de G1 et de G2 , c’est-a`-dire :
Vmcs ⊆ V 1, Emcs ⊆ E1
Vmcs ⊆ V 2, Emcs ⊆ E2
Cependant, si nous conside´rons le sous-graphe induit par Vmcs du graphe G1, c’est-a`-dire
le sous-graphe de G1 contenant les nœuds Vmcs, et le sous-graphe induit par Vmcs du graphe
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G2, chacun d’eux contient les areˆtes Emcs mais e´ventuellement des areˆtes supple´mentaires. Par
exemple, si G1 est un cycle de n nœuds et G2 est un graphe line´aire de n nœuds,mcs(G1, G2) est
G2 lui-meˆme et le sous-graphe induit de G1 contient une areˆte supple´mentaire. Nous proposons
de « corriger » cette mesure pour notre cas comme suit :
d(G1, G2) = 1−
|mcs(G1, G2)|
Max(|G1|, |G2|)
· δ(G1[Vmcs], G2[Vmcs])
Ici, Gi[Vmcs] est le sous-graphe de Gi induit par Vmcs . G1[Vmcs] et G2[Vmcs] ont le meˆme
ensemble de nœuds (Vmcs), ils contiennent les areˆtes Emcs mais chacun peut contenir des areˆtes
supple´mentaires. δ peut donc eˆtre de´fini en terme d’ensemble d’areˆtes :
δ(G1[Vmcs], G2[Vmcs]) = 1−
|E(G1[Vmcs])|+ |E(G2[Vmcs])| − 2|Emcs|
|Vmcs|(|Vmcs|−1)
2
L’intuition ici est de compter le nombre d’areˆtes par lesquels G1[Vmcs] et G2[Vmcs] diffe`rent,
rapporte´ au nombre d’areˆtes possibles sur Vmcs. Si δ = 1, c’est-a`-dire que G1[Vmcs] et G2[Vmcs]
ont le meˆme nombre d’areˆtes, alors la distance calcule´e est celle de Bunke et Shearer.
2
Pro
1
D−TyrGlu
0
Val
32
10
3
D−Tyr Val
ProLeu
43210
3210
D−Tyr Val LeuPro
ThrAsn D−Tyr Val Pro
GA
GB
GC
GD
Fig. 3.18 – Quelques exemples de graphes
Le tableau 3.3 montre les diffe´rentes valeurs intervenant dans le calcul des distances pour les
graphes de la figure 3.18. Les distances obtenues refle`tent bien les ressemblances entre peptides.
En effet, les graphes les plus proches sont GA et GC qui ne diffe`rent que par une areˆte. En
observant les distances, le graphe GA est plus proche du graphe GB que du graphe GD. En
effet, les structures, GA et GB sont toutes les deux line´aires alors que GD contient un cycle. La
distance la plus grande est observe´e entre les graphes GB et GD ce qui est cohe´rent puisque la
graphe GB contient un nœud de plus que les autres graphes et que le graphe GD contient une
areˆte en plus entre les nœuds communs. La distance mise en place semble donc bien adapte´e aux
cas des peptides non-ribosomiaux.
Cette distance est utilise´e pour e´valuer la similarite´ entre deux peptides mode´lise´s par des
graphes e´tiquete´s non-oriente´s.
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G1 G2 Vmcs E(G1[Vmcs]) E(G2[Vmcs]) Emcs δ
|mcs(G1,G2)|
Max(|G1|,|G2|) d(G1, G2)
GA GB 3 2 2 2 1 3/5 0, 4
GA GC 4 3 4 3 5/6 1 0, 16
GA GD 3 2 3 2 2/3 3/4 0, 5
GB GC 3 2 2 2 1 3/5 0, 4
GB GD 3 2 3 2 2/3 3/5 0, 6
GC GD 3 2 3 2 2/3 3/4 0, 5
Tab. 3.3 – Calcul des distances pour les graphes de la figure 3.18
3.4.3 Clustering des monome`res
Comme nous l’avons vu pre´ce´demment, il existe un tre`s grand nombre de monome`res qui peu-
vent eˆtre incorpore´s au sein des peptides non-ribosomiaux. Ce tre`s grand nombre de monome`res
possibles rend difficile la recherche de similarite´s au sein des structures. En effet, si nous ne con-
side´rons que les monome`res exacts, il y a peu de chances de mettre en e´vidence des similarite´s
entre structures. Nous avons donc mis en place un regroupement des monome`res, dans le but
de pouvoir mettre en e´vidence des similarite´s de structures entre des peptides assez e´loigne´s.
Deux niveaux de clustering ont e´te´ de´veloppe´s. Ces deux niveaux sont utilise´s pour rechercher
des peptides similaires au sein de la base de donne´e, en remplac¸ant un monome`re spe´cifique par
un autre monome`re moins spe´cifique.
Clustering de niveau 1
Le clustering de niveau 1 consiste a` regrouper dans un premier temps tous les acides gras.
En effet, diffe´rents acides gras peuvent eˆtre associe´s a` une meˆme chaˆıne peptidique. Parfois, la
nature exacte de l’acide gras n’est pas de´terminante pour la recherche de similarite´s. Le fait de
savoir qu’il y a un acide gras a` une position donne´e peut suffire dans certaines e´tudes. De la meˆme
manie`re, les sucres sont regroupe´s en une seule cate´gorie. Les diffe´rents chromophores rencontre´s
au sein des peptides forment un seul groupe. Enfin, tous les de´rive´s d’un meˆme monome`re
sont regroupe´s. Par exemple, le groupe valine contiendra la valine et ses de´rive´s comme la N-
me´thylvaline ou encore la D-valine. Ce type de clustering est base´ sur l’incorporation des acides
amine´s par les synthe´tases. En effet, dans le produit final, la valine ou un de ses de´rive´s peut
eˆtre observe´, mais c’est ge´ne´ralement la valine qui est se´lectionne´e et active´e par la synthe´tase.
Ce clustering nous permet de passer de 506 monome`res a` 149 groupes de monome`res.
Clustering de niveau 2
Le clustering de niveau 2 consiste a` former des groupes plus grands en utilisant les groupes
issus du clustering de niveau 1. Dans ce niveau de clustering, les groupes de monome`res et leurs
de´rive´s sont regroupe´s en fonction des proprie´te´s physico-chimiques des monome`res. Nous nous
sommes inspire´s des « small clusters » de [Rausch et al., 2005] utilise´s pour la pre´diction de la
spe´cificite´ des domaines d’ade´nylation (section 2.2). Par exemple, la glycine et l’alanine, ainsi
que leurs de´rive´s, sont regroupe´es en une meˆme cate´gorie car elles sont toutes les deux de petite
taille. Les acides amine´s aliphatiques pre´sentant une chaˆıne carbone´e hydrophobe (Val, Leu, Ile,
Abu, Iva), ainsi que leurs de´rive´s, sont regroupe´s dans une meˆme classe. Les monome`res tre`s rares
sont regroupe´s afin de minimiser l’impact de leur pre´sence au sein d’un peptide. Ce niveau de
62
3.4. Extension de la me´thode a` la recherche de similarite´s
clustering me`ne a` de grands groupes de monome`res partageant des proprie´te´s physico-chimiques
similaires. Avec le clustering de niveau 2, les 506 monome`res sont re´partis dans 31 groupes.
Dans cette section, nous avons pre´sente´ une nouvelle me´thode pour la recherche de mo-
tifs structuraux au sein des peptides non-ribosomiaux. Cette nouvelle me´thode est base´e sur la
rede´finition des re`gles de construction des graphes de compatibilite´, en utilisant la taille des
chemins e´le´mentaires, et sur la recherche classique d’une k-clique au sein du graphe de com-
patibilite´ construit. Cette me´thode est adapte´e au cas des peptides non-ribosomiaux et est tre`s
efficace. En effet, la recherche d’un motif donne´ au sein d’un ensemble contenant plus de 700
graphes ne´cessite moins d’une seconde. Cette me´thode a e´te´ e´tendue a` la comparaison de struc-
tures. Il est possible de re´aliser une recherche exacte de la structure d’un peptide donne´ au sein
d’un ensemble de structures. Il est e´galement possible de rechercher des peptides similaires graˆce
au calcul d’une distance base´e sur la sous-structure commune maximale. Nous avons donc mis en
place des me´thodes informatiques efficaces permettant l’analyse des structures des peptides non-
ribosomiaux. Ces me´thodes ont e´te´ imple´mente´es dans Norine, une ressource publique pour les
peptides non-ribosomiaux.
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Chapitre 4
Norine
Au commencement de ce travail, il n’existait aucune ressource spe´cifique aux produits issus
de la voie non-ribosomiale, bien que le besoin d’une ressource centralisant les informations sur ces
peptides et permettant leur analyse e´tait de plus en plus important. Pour pallier ce manque, nous
avons de´veloppe´ Norine, la premie`re ressource publique de´die´e aux peptides non-ribosomiaux.
Le nom de Norine provient de l’association du pre´fixe « nor- », pour NOnRibosomal et du suffixe
« -ine », suffixe fre´quemment utilise´ pour le nom des peptides non-ribosomiaux.Norine est acces-
sible librement via le web (http://bioinfo.lifl.fr/norine) et son contenu est en anglais afin
de permettre une audience internationale. Une version de Norine a e´te´ publie´e dans le nume´ro
spe´cial de´die´ aux bases de donne´es de Nucleic Acid Research en 2008 [Caboche et al., 2008].
Norine contient une base de donne´es regroupant diverses informations sur un grand nombre de
peptides non-ribosomiaux. Par exemple, les organismes producteurs, les activite´s biologiques ou
encore la structure d’un peptide sont stocke´s dans Norine. Les informations sont collecte´es et
ve´rifie´es manuellement. Norine offre e´galement une interface web riche, permettant aux utilisa-
teurs une interrogation facile de la base de donne´es.
Dans ce chapitre, nous pre´sentons dans un premier temps la base de donne´es, c’est-a`-dire les
diffe´rentes informations qu’elle contient ainsi que son alimentation. Dans un second temps, nous
de´crivons l’interface web. Enfin, nous donnons quelques statistiques d’utilisation de Norine par
la communaute´ scientifique.
4.1 Base de donne´es
Norine est la premie`re ressource entie`rement de´die´e aux peptides non-ribosomiaux. Elle
contient actuellement plus de 1 000 peptides. Pour chacun de ces peptides, diffe´rentes informa-
tions sont disponibles. Les donne´es contenues dans Norine sont extraites manuellement de la
litte´rature scientifique.
4.1.1 Contenu
Les informations contenues dans Norine sont stocke´es dans une base de donne´es relationnelle
ge´re´e par le SGBD PostgreSQL. Les donne´es peuvent eˆtre divise´es en deux cate´gories. La premie`re
partie des donne´es concerne les peptides non-ribosomiaux, l’autre les monome`res incorpore´s au
sein de ces peptides. La figure 4.1 montre le sche´ma conceptuel simplifie´ de la base de donne´es.
La table centrale est la table contenant les informations sur les peptides. Elle est relie´e aux tables
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organisme, re´fe´rence, lien externe et activite´. La table monome`res contient les donne´es sur les
monome`res et n’est relie´e a` aucune autre table de la base.
Fig. 4.1 – Sche´ma conceptuel simplifie´ de la base de donne´es
Les peptides
Norine contient deux cate´gories de peptides. La premie`re regroupe les peptides dits « cu-
rated », c’est-a`-dire ceux pour lesquels la synthe`se non-ribosomiale est admise, soit parce qu’une
synthe´tase a e´te´ identifie´e soit parce que la synthe`se NRPS est admise par la communaute´ sci-
entifique. La seconde cate´gorie regroupe les peptides dits « putative ». Pour cette cate´gorie de
peptides, aucune information sur la voie de synthe`se n’est connue a` ce jour. Cependant, la struc-
ture non-line´aire et la pre´sence d’acides amine´s non-prote´oge´niques ou modifie´s, laissent a` penser
que ces peptides sont synthe´tise´s par la voie non-ribosomiale. Norine contient e´galement tous
les variants connus d’un peptide (voir section 1.2.4.0). Par exemple, 57 variants de pyoverdine
sont re´pertorie´s.
Fig. 4.2 – Sche´ma ge´ne´ral de l’organisation des informations pour un peptide
Pour un peptide, diffe´rentes informations sont disponibles. Elles sont consultables via l’inter-
face web et sont divise´es en plusieurs cate´gories (figure 4.2).
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Partie « ge´ne´rale »
La figure 4.3 montre une capture d’e´cran partielle centre´e sur la partie « ge´ne´rale » de la
fiche de l’actinomycine D.
Fig. 4.3 – Fiche de l’actinomycine D : partie « ge´ne´rale »
Dans la partie « ge´ne´rale », l’identifiant (NOR00228) distingue de fac¸on unique tous les
peptides contenus dans Norine. Ensuite, le nom ge´ne´ral, ici « actinomycin », donne le groupe
auquel appartient le variant. Les synonymes du nom pour un peptide sont e´galement pre´sents.
Les activite´s biologiques connues sont e´galement re´pertorie´es dans cette partie. Par exemple,
l’actinomycine D pre´sente a` la fois une activite´ antitumorale et une activite´ antibiotique. Les
peptides contenus dans Norine sont regroupe´s en quatre cate´gories chimiques : les peptides, les
lipopeptides, les glycopeptides et les peptaibols. La cate´gorie a` laquelle appartient le peptide est
mentionne´e dans cette partie, qui donne e´galement la formule et la masse mole´culaire du peptide.
Des commentaires sont parfois ajoute´s a` la fiche pour donner des informations supple´mentaires
sur le peptide. Enfin, des informations concernant l’entre´e sont donne´es. Le statut du peptide,
« curated » ou « putative », est donne´ ici. Des informations sur la date de cre´ation, de modifi-
cation, ainsi que sur l’auteur de l’entre´e sont e´galement disponibles. En effet, Norine e´tant une
ressource publique, la plupart des entre´es sont cre´e´es et mises a` jour par notre e´quipe, mais nous
permettons e´galement aux utilisateurs de soumettre des peptides que nous inte´grons nous-meˆme
dans Norine. La soumission de peptides par les utilisateurs sera pre´sente´e ulte´rieurement.
Partie « structure »
La seconde partie d’une fiche regroupe les informations concernant la structure du peptide.
La figure 4.4 montre une capture d’e´cran partielle centre´e sur la partie « structure » de la fiche
de l’actinomycine D.
Dans cette partie, les informations sont base´es sur la structure primaire du peptide. Le type de
structure, ici bi-cyclique, est donne´. Six types de structures sont re´pertorie´es : line´aire, branche´e,
totalement cyclique, partiellement cyclique (un cycle avec des branchements), bi-cyclique (con-
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Fig. 4.4 – Fiche de l’actinomycine D : partie « structure »
tenant deux cycles) et autre. Le type « autre » regroupe des structures primaires complexes
contenant des cycles chevauchants et des branchements. Le nombre de monome`res, ainsi que
la composition monome´rique sont disponibles. Il est possible de cliquer sur chaque monome`re
composant le peptide afin d’obtenir des informations sur les monome`res.
Fig. 4.5 – Norine : base re´fe´rence de wwPDB
Le champ « PDB SEQRES » a e´te´ ajoute´ en avril 2009 et donne la se´quence monome´rique
d’un peptide telle qu’elle est repre´sente´e dans wwPDB. wwPDB est la ressource mondiale pour
la structure 3D de macromole´cules (voir section 2.1.1). Les entre´es contenues dans wwPDB sont
corre´le´es a` d’autres bases de donne´es : GenBank pour les se´quences nucle´iques, UniProt pour
les se´quences prote´iques et maintenant Norine pour les peptides non-ribosomiaux. L’e´quipe de
wwPDB nous a contacte´ de´but 2009 pour que Norine devienne la base de re´fe´rence de wwPDB
pour les peptides non-ribosomiaux, ce qui est maintenant re´alise´ comme le montre la figure 4.5
issue du site web de wwPDB (http://www.wwpdb.org/documentation/format32/sect3.html).
La ligne «PDB SEQRES » a e´te´ ajoute´e aux entre´es ayant une structure 3D connue afin de mettre
en place des liens croise´s entre les deux bases de donne´es.
La repre´sentation line´aire (voir section 3.1.2) est donne´e lorsque celle-ci est calculable. De
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meˆme, la repre´sentation par les graphes (voir section 3.1.3), de´veloppe´e au cours de ce travail, est
e´galement donne´e dans cette partie. Enfin, nous avons de´veloppe´ une applette Java permettant
la visualisation de la structure monome´rique en 2 dimensions. Lorsque l’utilisateur clique sur
le bouton, la feneˆtre de visualisation apparaˆıt. La figure 4.6 montre la visualisation de l’actino-
mycine D. Cette visualisation est particulie`rement utile pour les biologistes qui sont habitue´s a`
se re´fe´rer a` une repre´sentation graphique.
Fig. 4.6 – Visualisation de la structure de l’acinomycine D telle qu’elle est repre´sente´e dans
Norine
La visualisation de graphes est un proble`me complexe. Il existe pour chaque graphe une
infinite´ de repre´sentations possibles car chaque nœud peut eˆtre place´ en n’importe quel point d’un
plan. Il existe des parame`tres et des contraintes permettant de re´duire le nombre de possibilite´s,
en fonction de ce qui veut eˆtre mis en e´vidence. Par exemple, le but peut eˆtre de minimiser
le nombre de croisements entre les areˆtes ou encore de mettre en e´vidence la syme´trie au sein
d’un graphe. Diffe´rentes classes d’algorithmes de visualisation de graphes ont e´te´ de´veloppe´es.
Chacune met en e´vidence certaines proprie´te´s du graphe et, par conse´quent, il faut choisir une
classe d’algorithmes en fonction de ce que la visualisation doit mettre en e´vidence. Une des classes
regroupe des algorithmes dits « Force-Directed ». Ces algorithmes sont particulie`rement bien
adapte´s au cas des graphes non-oriente´s et ont pour but de minimiser le nombre de croisements
entre les areˆtes. Nous avons de´cide´ d’opter pour cette classe d’algorithmes. Les algorithmes de
placement « Force-Directed » partagent une ide´e centrale qui est d’introduire un mode`le physique
pour le graphe. Ces algorithmes se de´roulent en deux parties. La premie`re consiste a` e´tablir un
mode`le de force. Le graphe est traduit en un mode`le physique comprenant des ressorts, des
masses et divers champs et forces applique´s au syste`me. Dans la seconde partie, le but est
de de´terminer un e´tat stable du syste`me parmi une infinite´ de compressions et d’extensions
possibles. Pour ce faire, le syste`me subit un processus de simulation dans lequel le but est de
trouver son e´tat stable minimisant l’e´nergie. Beaucoup de variations de cet algorithme ont e´te´
publie´es. Une des plus anciennes est l’algorithme de Eades publie´ en 1984 [Eades, 1984]. Dans ce
dernier, les nœuds sont remplace´s par des anneaux et les areˆtes par des ressorts pour former un
syste`me me´canique. A partir d’un e´tat initial, les forces exerce´es par les ressorts sur les anneaux
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ame`nent le syste`me vers un e´tat stable. Dans ce mode`le, les forces re´pulsives sont calcule´es entre
tous les nœuds du syste`me, alors que les forces attractives le sont uniquement entre les nœuds
voisins, ce qui signifie que, selon Eades, l’important est qu’un nœud soit proche de son voisin
imme´diat. Cette contrainte sur les forces attractives re´duit e´galement la complexite´ en temps de
l’algorithme. Plusieurs autres variations de l’algorithme de Eades ont ensuite e´te´ de´veloppe´es.
En 1991, Fruchterman et Reingold [Fruchterman and Reingold, 1991] ont propose´ une variante
de l’algorithme de Eades. Elle permet de dessiner des graphes non-oriente´s en respectant certains
crite`res tels que la minimisation du nombre de croisements entre les areˆtes, la re´partition uniforme
des nœuds au sein de la feneˆtre et e´galement la longueur uniforme des areˆtes. Ces diffe´rents
crite`res correspondent a` ceux recherche´s pour la visualisation de peptides non-ribosomiaux. En
effet, nous voulons obtenir des graphes proches de formes ge´ome´triques avec un minimum de
croisements entre les liaisons. L’algorithme de Fruchterman-Reingold semble eˆtre bien adapte´ a`
notre cas et c’est ce dernier que nous avons choisi d’imple´menter pour la visualisation de peptides
NRPS. Cet algorithme a e´te´ imple´mente´ dans une applette Java permettant la visualisation des
peptides non-ribosomiaux. A chaque ouverture de l’applette, les positions des diffe´rents nœuds
du graphe sont calcule´es graˆce a` l’algorithme de Fruchterman-Reingold ce qui implique que la
visualisation du graphe est diffe´rente. En effet, l’algorithme est non-de´terministe a` cause du
placement ale´atoire des nœuds au de´but de l’algorithme. L’utilisateur peut relancer l’algorithme
et obtenir une nouvelle visualisation en cliquant sur le bouton « redraw » si la visualisation
actuelle ne lui convient pas. Il peut e´galement de´placer les diffe´rents nœuds pour obtenir sa
propre visualisation. Enfin, l’applette de visualisation permet d’enregistrer un peptide sous forme
d’une image (jpg) ou en format texte afin de le charger dans l’e´diteur pre´sente´ ulte´rieurement.
Partie « organismes producteurs »
Une partie de la fiche rassemble ensuite des donne´es sur les organismes a` partir desquels le
peptide a e´te´ isole´. La figure 4.7 montre une capture d’e´cran partielle de la fiche de l’actinomycine
D, centre´e sur la partie « organismes producteurs ».
Fig. 4.7 – Fiche de l’actinomycine D : partie « organismes producteurs »
Pour chaque organisme, diffe´rentes informations sont disponibles : sa tax-
onomie comple`te, le Gram dans le cas des bacte´ries, les synonymes connus et
un lien vers la banque de donne´es « Taxonomy » du NCBI ([Sayers et al., 2009],
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Root) s’il existe.
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Partie « re´fe´rences bibliographiques »
La partie suivante d’une fiche est de´die´e aux re´fe´rences bibliographiques. La figure 4.8 montre
une capture d’e´cran partielle de la fiche de l’actinomycine D, centre´e sur la partie « re´fe´rences ».
Fig. 4.8 – Fiche de l’actinomycine D : partie « re´fe´rences »
Cette partie contient les re´fe´rences bibliographiques des articles majeurs utilise´s pour obtenir
les informations sur le peptide. Un lien vers la banque de donne´es bibliographique PubMed du
NCBI ([Sayers et al., 2009], http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed), est
disponible.
Partie « liens »
Enfin, la dernie`re partie d’une fiche regroupe des liens vers d’autres banques de donne´es. La
figure 4.9 montre une capture d’e´cran partielle de la fiche de l’actinomycine D, centre´e sur la
partie « liens ».
Fig. 4.9 – Fiche de l’actinomycine D : partie « liens »
Cette partie peut contenir, pour l’instant, trois types de liens en fonction de la pre´sence du
peptide dans les diffe´rentes banques de donne´es concerne´es. Tout d’abord, un lien vers wwPDB
permet d’obtenir des informations sur la structure 3D du peptide. Ensuite, un lien vers « Pub-
Chem Compound » du NCBI permet l’obtention d’informations chimiques sur le peptide. Enfin,
un lien vers UniProt permet d’obtenir des informations sur les synthe´tases intervenant dans la
synthe`se du peptide, notamment la se´quence prote´ique de ces dernie`res. Ces diffe´rentes bases de
donne´es ont e´te´ pre´sente´es dans la section 2.1.
Les monome`res
Norine contient e´galement des informations sur les diffe´rents monome`res rencontre´s au sein
des peptides non-ribosomiaux. Actuellement, plus de 500 monome`res diffe´rents sont re´pertorie´s
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parmi lesquels des acides amine´s non-prote´oge´niques, des acides amine´s prote´oge´niques modifie´s,
des acides gras, des polyke´tides ou encore des sucres. Pour chacun des monome`res, diverses
informations sont disponibles. La figure 4.10 montre la capture d’e´cran de la fiche de l’ornithine.
Fig. 4.10 – Fiche d’un monome`re : exemple de l’ornithine
Chaque fiche contient le code du monome`re utilise´ dans Norine (voir section 3.1.1) ainsi que
son nom complet et la nomenclature IUPAC correspondante. Une fiche contient e´galement les
SMILES, repre´sentation line´aire de la formule chimique couramment utilise´e en chimie, ainsi que
la formule et la masse mole´culaire. Un lien vers l’entre´e de «PubChem Compound » est e´galement
donne´, si cette dernie`re existe. Enfin, la cate´gorie du monome`re est donne´e, ici NRPS, c’est-a`-dire
la voie de synthe`se par laquelle le monome`re est incorpore´ ou synthe´tise´. Dans Norine, cinq
voies de synthe`se sont re´pertorie´es :
– FAS (fatty acid Synthesis) qui regroupe les monome`res issus de la synthe`se des acides gras
– CS ( Carbohydrate Synthesis) qui regroupe les monome`res issus de la synthe`se des sucres
– NRPS (NonRibosomal Peptide Synthesis) qui regroupe les monome`res issus de la synthe`se
NRPS
– PKS (PolyKetide Synthesis) qui regroupe les monome`res issus de la synthe`se PKS
– unknown qui regroupe les monome`res ne faisant pas partie des cate´gories pre´ce´dentes
Chaque monome`re contenu dans Norine est unique. Etant donne´ le nombre important de
noms et de nomenclatures utilise´s pour un meˆme monome`re, nous avons ve´rifie´ l’unicite´ de
chaque monome`re en comparant les diffe´rentes structures entre elles afin de ne pas obtenir de
redondances, c’est-a`-dire une meˆme structure pre´sentant deux noms diffe´rents.
4.1.2 Alimentation de la base de donne´es
Toutes les informations contenues dans Norine sont collecte´es manuellement au sein de
la litte´rature scientifique, de livres ou encore de comptes-rendus de congre`s. 469 articles sont
actuellement re´pertorie´s dans Norine. Les diffe´rentes informations sur les peptides sont obtenues
a` partir de plusieurs articles ce qui rend impossible l’automatisation de l’extraction des donne´es.
De plus, dans certains cas, les articles sont contradictoires sur une information donne´e, par
exemple des structures diffe´rentes pour une meˆme mole´cule, et seule l’expe´rience humaine permet
de trancher.
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Les noms des peptides non-ribosomiaux sont obtenus dans des revues de´die´es a` la synthe`se
non-ribosomiale ou a` partir de recherche dans les bases de donne´es bibliographiques a` l’aide
de mots-cle´s (par exemple « nonribosomal peptide » ou NRPS). D’autres articles, sur les pep-
tides bioactifs, sont e´galement e´tudie´s et permettent l’identification de peptides potentiellement
synthe´tise´s par la voie non-ribosomiale (peptides « putative » dans Norine).
Pour chaque peptide, la premie`re e´tape est la recherche de donne´es au sein de la litte´rature
scientifique. Pour ce faire, le nom du peptide est recherche´ dans un premier temps au sein
de PubMed au NCBI dans le but d’obtenir tous les articles concernant le peptide d’inte´reˆt.
Ensuite, ces articles sont e´tudie´s dans le but de rechercher les diffe´rentes informations dont
nous avons besoin. Dans la plupart des cas, un grand nombre d’articles doivent eˆtre traite´s
pour obtenir toutes les informations ne´cessaires. En effet, ge´ne´ralement un article est axe´ sur un
point pre´cis, comme par exemple les activite´s biologiques ou l’identification de la structure. Les
organismes producteurs sont recherche´s dans la banque « Taxonomy » de NCBI afin de re´cupe´rer
la taxonomie pour chacun d’entre eux.
Fig. 4.11 – Obtention de la structure monome´rique a` partir de la formule chimique de´veloppe´e :
exemple de la vancomycine
L’e´tape la plus fastidieuse est l’obtention de la structure monome´rique du peptide. En ef-
fet, dans la litte´rature scientifique, la structure d’un peptide peut eˆtre donne´e sous divers for-
mats, et meˆme quand celle-ci est donne´e sous forme de structure monome´rique, le nom des
diffe´rents monome`res varie d’un article a` l’autre. Le format le plus fre´quent est la formule chim-
ique de´veloppe´e. Dans ce cas, nous devons convertir manuellement cette dernie`re en structure
monome´rique, en identifiant les monome`res au sein de la formule de´veloppe´e. La figure 4.11 mon-
tre l’exemple de conversion de la formule chimique de la vancomycine en structure monome´rique.
Ensuite, les diffe´rentes bases de donne´es (UniProt, wwPDB et PubChem Compound) sont
interroge´es afin de pouvoir ajouter les liens vers ces bases de donne´es.
L’alimentation de la base de donne´es est une e´tape longue et souvent difficile a` cause de
certaines incohe´rences rencontre´es au sein de la litte´rature. Par exemple, les articles concernant
la lichenysine synthe´tise´e par Bacillus licheniformis pre´sentent des incohe´rences. La lichenysine
A a e´te´ identifie´e en 1995 [Yakimov et al., 1995]. Dans cet article, la structure contient l’acide
amine´ Glu en position 1 et Asn en position 5. Dans un article de 1999 sur l’e´tude de l’ope´ron re-
sponsable de la synthe`se de la lichenysine [Konz et al., 1999], les auteurs mettent en e´vidence un
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nouveau variant, la lichenysine D qui contient Gln en position 1 et Asp en position 5. Les ge`nes
identifie´s dans cet article sont nomme´s lic. Un autre article, publie´ a` la meˆme pe´riode, e´tudie
e´galement les synthe´tases intervenant dans la synthe`se de la lichenysine A [Yakimov et al., 1998].
Dans cet article, les ge`nes sont nomme´s lchA et la structure de la lichenysine A est rectifie´e avec
Gln en position 1 et Asp en position 5. Cette structure est confirme´e dans un autre article
[Yakimov et al., 1999]. Finalement, les lichenysines A et D sont identiques et deux noms sont
utilise´s pour nommer une meˆme mole´cule. De la meˆme manie`re, les ope´rons lic et lchA contien-
nent des ge`nes homologues codant des synthe´tases produisant le meˆme peptide. L’existence de
plusieurs noms pour une meˆme mole´cule entraˆıne ensuite une confusion dans certains articles et
les erreurs sont re´percute´es d’article en article. Notre outil permet d’e´viter ces erreurs, ce qui
est presque impossible tant que toutes les informations ne sont pas disponibles dans un meˆme
endroit.
L’entre´e de peptides dans la base de donne´es est une e´tape longue et fastidieuse, mais aboutit
a` des informations valide´es de grande qualite´.
4.2 Interface web
Une interface Web a e´te´ de´veloppe´e, afin de permettre aux l’utilisateurs de rechercher rapide-
ment et facilement des informations au sein de la base de donne´es, puis de visualiser les re´sultats
(figure 4.12).
uti l isateur
       Rechercher
informations générales
       Rechercher
données structurales
        Soumettre
peptide/modif icat ion
Rechercher
monomères
annotat ions
liste des peptides
liste des organismes
composit ion 
monomér ique
structure entière
moti f  structural
similari té
Editeur
Interface web de NORINE
Fig. 4.12 – Diagramme UML de cas d’utilisation de l’interface Web de Norine
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L’interrogation de la base de donne´es peut se faire via les annotations, c’est-a`-dire selon les
diffe´rents champs contenus dans la base, mais aussi, via les informations sur la structure des
peptides. Cette interface est disponible a` l’adresse suivante : http://bioinfo.lifl.fr/norine
sur le serveur de l’e´quipe SEQUOIA, he´berge´ au LIFL.
4.2.1 Technologies utilise´es
Le protocole utilise´ pour les communications sur le web est le protocole HTTP (HyperText
Transfer Protocol) qui permet un transfert de fichiers entre le client, c’est-a`-dire l’utilisateur, et
le serveur, qui he´berge la base de donne´es et les programmes associe´s. Le serveur web est un
logiciel permettant a` des clients d’acce´der a` des pages Web. Il interpre`te les requeˆtes HTTP et
fournit une re´ponse. Apache est le serveur web le plus re´pandu sur Internet et utilise´ par l’e´quipe
SEQUOIA. Un serveur d’application est un serveur qui assure la me´diation entre un logiciel
client et un serveur de base de donne´es. Pour certaines applications complexes, l’architecture
client-serveur a` deux niveaux (client et serveur) gagne a` eˆtre subdivise´e en trois niveaux, elle est
alors appele´e architecture trois tiers (figure 4.13).
Fig. 4.13 – Architecture trois-tiers
Le serveur d’application est l’interme´diaire entre le logiciel client qui ge`re uniquement l’in-
terface utilisateur et le logiciel serveur de base de donne´es. Tomcat est un serveur d’application
interrogeable via HTTP. Il est combine´ au serveur web Apache pour former la couche centrale
de l’architecture trois tiers. Enfin, la dernie`re couche est le serveur de base de donne´es. C’est
un logiciel permettant de ge´rer plusieurs bases de donne´es re´parties sur une ou plusieurs ma-
chines. Dans notre cas, c’est PostgreSQL qui est utilise´. PostgreSQL est un syste`me de gestion
de bases de donne´es relationnelles (SGBDR) qui exe´cute rapidement des requeˆtes imbrique´es et
complexes. Pour agir sur les donne´es stocke´es, un langage d’interaction, SQL (Structured query
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language), est utilise´. C’est un langage de requeˆtes standard et normalise´, destine´ a` interroger
ou manipuler une base de donne´es relationnelles.
HTML (Hypertext Markup Language) est le langage universel utilise´ pour communiquer sur
le Web, il est donc par conse´quent, incontournable lors de la mise en place d’une interface.
HTML est un langage de balisage hypertexte. Il permet de de´crire un document en utilisant des
balises qui sont interpre´te´es par le logiciel de navigation, afin d’assurer une bonne visualisation
du document. Cependant, HTML permet uniquement la cre´ation de pages statiques. Or, nous
avons besoin de ge´ne´rer des pages diffe´rentes selon la requeˆte de l’utilisateur. De plus, nous avons
e´galement besoin de formulaires d’interrogation de la base et de pouvoir re´cupe´rer les donne´es
du formulaire entre´es par l’utilisateur. C’est pourquoi nous avons de´cide´ d’utiliser la technologie
JSP (Java Server Pages)/servlets qui est base´e sur Java et permet aux de´veloppeurs de ge´ne´rer
dynamiquement du code HTML.
La technologie JSP/servlets facilite la re´alisation de sites web combinant contenu statique et
contenu dynamique. Elle de´signe des pages comprenant des programmes Java qui ge´ne`rent du
code HTML du coˆte´ du serveur. Le re´sultat de leur compilation re´side en me´moire du serveur
d’application. Les JSP/servlets se comparent aux scripts CGI, avec la distinction fondamentale
suivante : les JSP/servlets sont des programmes compile´s et charge´s au pre´alable (alors que
les scripts CGI sont recharge´s syste´matiquement), ce qui re´duit le temps entre une requeˆte et
la re´ponse du serveur HTTP. Les JSP/servlets produisent des pages web qui sont transmises
au navigateur d’ou` provient la requeˆte. Une librairie, JSTL (Java server page Standard Tag Li-
brary), est associe´e a` la technologie JSP/servlets et permet l’utilisation de tags qui proposent des
fonctionnalite´s souvent rencontre´es dans les JSP/servlets. L’ensemble des tags de cette librairie
permet d’inse´rer facilement des re´sultats de requeˆtes SQL au sein des pages.
4.2.2 Recherche basique
Dans cette partie, l’utilisateur peut interroger la base de donne´es selon les diffe´rents champs
disponibles. La figure 4.14 montre une capture d’e´cran du formulaire correspondant. Chaque
recherche a` partir de ce formulaire ge´ne`re des requeˆtes SQL imbrique´es et parfois complexes.
La base peut eˆtre interroge´e en fonction de l’identifiant, du nom ou encore du statut (« cu-
rated » ou « putative ») du peptide recherche´. L’utilisateur peut e´galement rechercher les peptides
pre´sentant une activite´ donne´e, appartenant a` une cate´gorie pre´cise de peptides ou pre´sentant un
type de structure spe´cifique. Par exemple, l’utilisateur peut obtenir facilement la liste des pep-
tides cycliques. Il est possible de rechercher des peptides dont la masse mole´culaire est comprise
dans un intervalle donne´ par l’utilisateur. Il peut e´galement rechercher des peptides contenant un
monome`re donne´ ou les peptides contenant un monome`re ou ses de´rive´s. Par exemple, en recher-
chant tous les peptides contenant le monome`re « Ala », 272 peptides sont renvoye´s, ceux qui
contiennent exactement le monome`re «Ala ». En revanche, en recherchant les peptides contenant
« Ala » ou un de ses de´rive´s, 461 peptides sont obtenus (dont les 272 de la requeˆte pre´ce´dente)
contenant « Ala » ou un de ses de´rive´s, comme par exemple « D-Ala » ou « NMe-Ala ».
L’utilisateur a e´galement la possibilite´ de rechercher des peptides en fonction de re´fe´rences
bibliographiques. Les diffe´rents champs d’une re´fe´rence bibliographique, c’est-a`-dire les auteurs,
le journal, l’anne´e de publication, le titre de l’article ou l’identifiant PubMed, peuvent eˆtre utilise´s
pour la recherche.
Enfin, l’utilisateur peut rechercher des peptides en fonction de l’organisme producteur. Cette
recherche se fait sur le nom de l’organisme ou sur sa taxonomie. Le Gram peut eˆtre pre´cise´ pour
la recherche de peptides produits par des bacte´ries. Par exemple, il est possible de rechercher tous
76
4.2. Interface web
Fig. 4.14 – Formulaire de recherche basique
les peptides produits par le genre Bacillus. Cette requeˆte donne 127 re´sultats. Il est e´galement
possible de descendre au niveau de l’espe`ce. En tapant Bacillus subtilis les 76 peptides produits
par cette espe`ce sont obtenus.
Lorsque plusieurs champs sont comple´te´s, les peptides retourne´s sont ceux qui correspondent
a` l’ensemble des champs comple´te´s par l’utilisateur. L’interrogation de plusieurs champs permet
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Fig. 4.15 – Te´le´chargement de donne´es sur les peptides. a) liste des peptides correspondant aux
crite`res de recherche b) formulaire de te´le´chargement c) format XML des donne´es demande´es
par l’utilisateur
de re´aliser des requeˆtes multi-crite`res complexes. Par exemple, l’utilisateur peut obtenir la liste
des peptides cycliques e´tant des surfactants et produits par le genre Bacillus. Cette requeˆte donne
la liste des 69 peptides de Norine correspondants a` ces crite`res. La liste de re´sultats montre les
peptides « curated » en bleu et les peptides « putative » en vert. L’utilisateur peut ensuite cliquer
sur les noms des diffe´rents peptides de la liste pour obtenir la fiche descriptive correspondante.
L’utilisateur peut te´le´charger les informations qui l’inte´ressent sur les peptides qu’il se´lectionne
dans la liste des re´sultats. La figure 4.15 montre les captures d’e´cran des diffe´rentes e´tapes pour
le te´le´chargement de donne´es. Les donne´es peuvent eˆtre te´le´charge´es au format XML (Extensible
Markup Language) ou au format texte. Le format XML est un format de stockage des donne´es
de type texte structure´ en champs arborescents. C’est un format tre`s utilise´ par les banques de
donne´es.
Le formulaire de recherche basique permet e´galement l’affichage de la liste de tous les peptides
contenus dans Norine en cliquant simplement sur le bouton correspondant qui se situe en bas
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de la page. Le bouton « organisms » affiche la liste de tous les organismes pre´sents dans la base
de donne´es.
4.2.3 Recherche en fonction des donne´es structurales
Dans cette section, la recherche est base´e sur les caracte´ristiques structurales des peptides.
Quatre types de recherches peuvent eˆtre effectue´s et sont pre´sente´s dans cette section.
Recherche base´e sur la composition monome´rique
La me´thode pre´sente´e dans la section 3.2 est utilise´e pour la recherche base´e sur la composition
en monome`res. Dans ce type de recherche, l’utilisateur entre une liste de monome`res, se´pare´s par
des virgules, ainsi que le nombre d’erreurs autorise´es. La figure 4.16 montre une capture d’e´cran
de l’interface correspondante.
Fig. 4.16 – Formulaire de recherche en fonction d’une composition en monome`res
Si le peptide recherche´ doit contenir plusieurs monome`res identiques, il faut re´pe´ter le
monome`re dans la liste le nombre de fois voulu. Par exemple, pour rechercher les peptides
contenant au moins deux prolines il faut entrer « Pro,Pro » dans le champ ade´quat. Le nom-
bre d’erreurs autorise´es correspond au nombre maximum de monome`res de la liste non pre´sents
dans les peptides retourne´s. En d’autres termes, une erreur est l’absence d’un monome`re de la
liste recherche´e au sein du peptide teste´. Par exemple, en recherchant les peptides contenant
« Pro,Pro,Leu,Ala » sans aucune erreur autorise´e, nous obtenons 33 peptides contenant ces qua-
tre monome`res. En recherchant cette meˆme liste de monome`res mais en autorisant une erreur,
nous obtenons 138 re´sultats. Parmi ces 138 re´sultats, les 33 re´sultats pre´ce´dents contenant qua-
tre monome`res (0 erreur) sont pre´sents et 105 peptides contenant au moins trois des quatre
monome`res donne´s en entre´e, ce qui correspond a` exactement une erreur. Parmi les 105 pep-
tides, les trois monome`res pre´sents ne sont pas force´ment les meˆmes. Par exemple, parmi les
re´sultats, la paracelsine D contient Ala, Pro et Leu alors que l’harzianine HC III contient Pro,
Pro et Leu.
La recherche par composition permet d’identifier les peptides contenant une certaine liste
de monome`res, mais dans ce cas, aucune information sur la structure, c’est-a`-dire la position
des diffe´rents monome`res les uns par rapport aux autres, n’est prise en compte. Cette fonction
s’ave`re tre`s utile dans le cas ou` la pre´diction de la spe´cificite´ des domaines d’ade´nylation fournit
une liste de monome`res, sans information sur la structure du peptide produit, comme c’est le
cas lors d’une biosynthe`se non-line´aire.
79
Chapitre 4. Norine
Recherche en fonction de la structure
La me´thode pre´sente´e dans la section 3.3.5 permet de rechercher de fac¸on exacte une structure
dans Norine. La figure 4.17 montre une capture d’e´cran de l’interface correspondante.
Fig. 4.17 – Formulaire de recherche d’une structure exacte
Lorsque des scientifiques mettent en e´vidence un nouveau peptide, ils ont besoin de savoir si
ce compose´ n’a pas de´ja` e´te´ de´crit. Pour ce faire, il doit eˆtre possible de rechercher un peptide
a` partir de sa structure. L’utilisateur peut rechercher une structure en l’encodant graˆce a` la
repre´sentation line´aire ou a` la repre´sentation par les graphes. Cependant, dans certains cas, il
peut eˆtre difficile de convertir la structure d’un peptide dans l’une ou l’autre des repre´sentations.
Nous avons de´veloppe´ un e´diteur qui calcule la repre´sentation par un graphe d’un peptide que
l’utilisateur dessine. Une capture d’e´cran de l’e´diteur est montre´e dans la figure 4.18.
Fig. 4.18 – Capture d’e´cran de l’e´diteur
L’e´diteur est une applette Java. Il permet a` l’utilisateur de dessiner, graˆce a` une interface
conviviale, la structure du peptide qu’il souhaite rechercher dans Norine. Pour ce faire, l’utilisa-
teur peut cre´er deux types d’objets a` l’aide de l’interface graphique : des monome`res, c’est-a`-dire
des nœuds, et des laisons entre les diffe´rents monome`res, c’est-a`-dire des areˆtes. Chaque nœud
ajoute´ par l’utilisateur est associe´ a` un indendifiant unique et stocke´ dans un tableau avec sa
position dans le panneau (coordonne´es x et y). Chaque areˆte dessine´e permet de mettre a` jour
la liste d’adjacence des nœuds implique´s par cette dernie`re. Pour un nœud, nous stockons donc
un identifiant unique, le nom du monome`re, sa position dans le panneau et la liste d’adjacence
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qui permet de connaˆıtre les nœuds auxquels il est lie´. La couleur du nœud change en fonction du
de´gre´ de celui-ci (obtenu par le nombre d’e´le´ments dans la liste d’adjacence) : la couleur e´volue du
jaune, pour un nœud sans areˆte, vers le rouge, pour les nœuds avec un degre´ important. Lorsqu’un
nœud est supprime´ par l’utilisateur, les areˆtes impliquant ce nœud sont automatiquement sup-
prime´es. Lorsque l’utilisateur a termine´ son peptide, la liste des nœuds et les listes d’adjacence
correspondantes sont utilise´es pour convertir le graphe dessine´ selon la repre´sentation introduite
pre´ce´demment. Cette applette a e´te´ de´veloppe´e avec l’interface graphique Java qui permet a`
l’utilisateur d’inte´ragir simplement avec le programme graˆce a` des boutons.
L’utilisateur peut rechercher un monome`re donne´ en cliquant sur le bouton « add monomer »
ou cre´er lui-meˆme un monome`re en cliquant sur le bouton « create monomer ». Une fois les
monome`res place´s, l’utilisateur se´lectionne le bouton « add links » et peut ainsi cre´er des liaisons
entre les diffe´rents monome`res. Un monome`re peut eˆtre supprime´ a` l’aide du bouton « delete
monomer » ou l’ensemble du peptide cre´e´ peut eˆtre efface´ avec le bouton « reset all ». Une fois
que l’utilisateur a termine´ la structure du peptide, il clique sur « Go ». La feneˆtre de recherche
en fonction des donne´es structurales s’ouvre et le champ correspondant (ici celui de recherche
d’une structure exacte) est comple´te´ avec la repre´sentation sous forme de graphe de la structure
du peptide dessine´ dans l’e´diteur.
Fig. 4.19 – Interaction entre l’e´diteur et le visualisateur : l’e´diteur permet d’enregistrer un
peptide sous la forme d’un fichier avec l’extension .nor qui peut eˆtre charge´ dans l’e´diteur.
L’e´diteur offre e´galement la possibilite´ de charger un fichier contenant la structure d’un pep-
tide avec l’extension « .nor ». Ce fichier peut eˆtre obtenu a` partir de l’applette de visualisation
en cliquant sur le bouton « save as text » (figure 4.19). Cette fonctionnalite´ permet d’obtenir
rapidement le dessin d’un peptide qui peut eˆtre modifie´ ensuite par l’utilisateur. Par exemple, si
l’utilisateur recherche un variant d’un peptide pre´sent dans Norine, il charge le fichier correspon-
dant obtenu avec l’e´diteur et peut apporter les modifications souhaite´es sans avoir a` redissiner
entie`rement le peptide.
Recherche de motifs structuraux
La me´thode pre´sente´e dans la section 3.3 est utilise´e pour rechercher des motifs structuraux
au sein des peptides contenus dansNorine. Contrairement aux structures des peptides, les motifs
peuvent contenir des caracte`res spe´ciaux. Le caracte`re joker « X » correspond a` n’importe quel
monome`re a` une position fixe´e. Le caracte`re « * » permet de de´finir un monome`re et ses de´rive´s.
Enfin, le caracte`re « / » permet de donner une liste de monome`res possibles a` une position fixe´e.
Pour rechercher un motif, l’utilisateur peut donner la structure sous forme de graphe ou de
repre´sentation line´aire, mais peut aussi utiliser l’e´diteur vu pre´ce´demment. Ensuite, l’utilisateur
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a le choix entre rechercher parmi les peptides de la base le motif entier ou une sous-structure
de taille donne´e du motif. En effet, il peut parfois eˆtre inte´ressant de ne pas rechercher le motif
entier mais un motif plus petit, comme dans l’exemple de la syringomycine vu dans la section
3.3. De plus, cette me´thode ne ne´cessite aucun a priori sur les monome`res du motif qui ne seront
pas conside´re´s. La figure 4.20 montre une capture d’e´cran de l’interface correspondante.
Fig. 4.20 – Formulaire de recherche d’un motif
La recherche d’un motif donne´ peut permettre la mise en exergue de certaines caracte´ristiques.
Par exemple, la recherche du motif complet cyclique compose´ de 7 « X » et d’un acide gras
(symbolise´ par « * : »), c’est-a`-dire en repre´sentation line´aire [ * : X X X X X X X ], retourne
71 peptides de la famille des iturines (iturines, bacillomycines et mycosubtilines), surfactines
et lichenysines. La recherche de ce motif met en e´vidence des peptides qui partagent des car-
acte´ristiques structurales.
Comme nous l’avons vu dans la section 3.3, il existe une relation forte entre la structure et
la fonction d’un peptide. Par exemple, rechercher le motif *Orn X Ser *Orn de´rive´ de l’orni-
bactine peut eˆtre inte´ressant. L’ornibactine est un side´rophore, c’est-a`-dire une mole´cule ca-
pable de che´later le fer. Les side´rophores contiennent des fonctions bidentates capables de lier
le fer. L’ornithine et ses de´rive´s sont capables d’assurer cette fonction. La recherche du motif
complet de´rive´ de l’ornibactine retourne 14 peptides. Ces peptides sont des amphibactines, des
pyoverdines, des ornibactines et la foroxymithine qui sont tous des side´rophores. La recherche
du motif * : *OH-Orn *Asp *Ser *Orn, de´rive´ e´galement de l’ornibactine, avec au moins deux
monome`res communs entre le motif et un peptide, retourne une liste de 90 peptides. Parmi ces
90 peptides, 74 sont des side´rophores. La recherche de motifs structuraux permet donc de mettre
en e´vidence des relations entre la structure et la fonction des peptides.
Recherche par similarite´
La me´thode pre´sente´e dans la section 3.4 est utilise´e pour la recherche de structures similaires
au sein de Norine. L’utilisateur peut entrer sa structure avec la repre´sentation sous forme de
graphes, la repre´sentation line´aire ou il peut utiliser l’e´diteur. Il a e´galement le choix du niveau
de groupement (clustering) des monome`res qu’il souhaite utiliser (voir section 3.4.3). La figure
4.21 montre une capture d’e´cran de l’interface correspondante.
Les re´sultats sont pre´sente´s dans un tableau et sont trie´s par distance croissante, c’est-a`-dire
du peptide le plus similaire vers le moins similaire. La figure 4.22 montre une capture d’e´cran
partielle des re´sultats de la recherche de structures similaires a` l’ornibactine C4 (NOR00403),
avec les clustering de niveau 1.
Pour chaque comparaison, la distance obtenue est donne´e, ainsi que le nombre de monome`res
communs et le nom du peptide avec lequel la comparaison est effectue´e. L’utilisateur peut obtenir
la fiche descriptive de chaque peptide en cliquant simplement sur le nom de celui-ci. En cliquant
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Fig. 4.21 – Formulaire de recherche de structures similaires
Fig. 4.22 – Tableau des re´sultats de la recherche par similarite´
sur une distance, une page de´taille´e de la comparaison est obtenue. La figure 4.23 montre une
capture d’e´cran d’une comparaison de´taille´e.
Dans la fiche descriptive d’une comparaison, les monome`res mis en relation apparaissent
en rouge. Il est possible de visualiser les deux structures compare´es, ce qui permet d’identifier
facilement la partie commune entre les peptides.
Cette recherche permet a` l’utilisateur de trouver des peptides pre´sentant des structures sim-
ilaires et donc, certainement, des activite´s biologiques similaires. Reprenons l’exemple de l’orni-
bactine. En recherchant des peptides similaires a` la structure de l’ornibactine en utilisant le
clustering de niveau 1, les peptides les plus proches sont e´galement des side´rophores. En effet,
dans le tableau de re´sultats de la recherche correspondante (figure 4.22), les peptides les plus
similaires sont les amphibactines, les pyoverdines, les marinobactines et la foroxymithine qui sont
tous des side´rophores.
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Fig. 4.23 – Fiche de´taille´e d’une comparaison entre deux structures
4.2.4 Recherche de monome`res
L’information sur les monome`res inte´gre´s dans les peptides non-ribosomiaux sont des donne´es
importantes contenues dans Norine.
Fig. 4.24 – Capture d’e´cran de la recherche de monome`res
Il est possible de rechercher des informations sur les monome`res a` l’aide d’un formulaire
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de´die´. La figure 4.24 montre une capture d’e´cran de la recherche de monome`res. L’utilisateur
peut rechercher des monome`res en fonction de leur code, par mots-cle´s (c’est-a`-dire le nom, la
nomenclature IUPAC ou les synonymes), ou encore par l’identifiant PubChem. Il peut e´galement
rechercher les monome`res appartenant a` un type donne´. Par exemple, la liste des monome`res
incorpore´s par les NRPS peut eˆtre demande´e. Enfin, la liste de tous les monome`res pre´sents dans
Norine peut eˆtre obtenue en cliquant sur le bouton correspondant. Une fois la requeˆte lance´e,
la liste des monome`res correspondant a` la requeˆte est affiche´e et la fiche descriptive de chaque
monome`re peut eˆtre consulte´e (figure 4.10).
4.2.5 Autres fonctionnalite´s
Norine contient tout d’abord une page d’accueil pre´sentant la base de donne´es ainsi que les
informations sur les diverses modifications apporte´es. Elle contient e´galement des pages d’aide
tre`s de´taille´es pour guider l’utilisateur lors des premie`res consultations. Les pages d’aide concer-
nent les diffe´rentes recherches, mais aussi l’e´diteur et la visualisation.
Norine permet e´galement aux utilisateurs de soumettre des peptides. En effet, une page de
soumission de nouveaux peptides est propose´e. Apre`s ve´rification des diffe´rentes informations
par notre e´quipe, les peptides soumis sont inte´gre´s dans la base. Actuellement, six peptides de
Norine proviennent de soumissions directes. L’utilisateur peut e´galement apporter des modifi-
cations sur les informations concernant un peptide donne´ graˆce a` un formulaire de modification.
Les modifications apporte´es par un utilisateur sont ve´rifie´es et inte´gre´es dans Norine. Pour
chaque peptide, les utilisateurs peuvent e´galement laisser des commentaires.
4.3 Statistiques d’utilisation de Norine
A partir de juin 2008, nous avons utilise´ Google Analytics pour obtenir des statistiques
d’utilisation de Norine. Google Analytics est une solution d’analyse d’audience Internet gratuite
qui indique comment les visiteurs sont arrive´s sur le site et la fac¸on dont ils l’ont explore´. Dans
Google Analytics, l’unite´ de mesure est la visite ce qui correspond a` une session. Une session
est une pe´riode d’interaction entre le navigateur du visiteur et un site Web particulier, qui se
termine lorsque le visiteur ferme la feneˆtre ou le programme de navigation, ou lorsqu’il n’effectue
aucune action sur le site pendant 30 minutes. Une session correspond donc a` un utilisateur qui
effectue plusieurs requeˆtes sur le site de Norine.
La re´gion Nord-Pas-de-Calais (ou` l’e´quipe qui travaille sur Norine est situe´e) a e´te´ retire´e
des statistiques afin de ne pas biaiser les re´sultats. Entre juin 2008 et mai 2009, Norine a rec¸u
2 281 visites. Le nombre de visites par mois est donne´e dans la figure 4.25.
Sur cette pe´riode, Norine rec¸oit, en moyenne, 200 visites par mois. Une nette augmentation
du nombre de visites est observe´e en mars. Cette augmentation peut s’expliquer par la publication
de l’article dans BMC Structural Biology, le 18 mars 2009.
20 885 pages ont e´te´ consulte´es, ce qui correspond a` une moyenne de 9 pages par visite.
Le temps moyen passe´ sur le site est de 8 minutes. Les visiteurs proviennent du monde entier,
comme le montre la figure 4.26 donnant la re´partition ge´ographique des visites sur Norine.
Le plus grand nombre de visites provient des Etats-Unis, avec 718 visites, puis de la Chine (203
visites) et de l’Allemagne (183 visites). La re´partition ge´ographique des visites correspond a` la
re´partition des e´quipes travaillant sur la synthe`se non-ribosomiale dans le monde. Par exemple,
272 visites proviennent du Michigan ou` une e´quipe de l’Universite´ du Michigan (College of
pharmacy) travaille sur les NRPS. Les pages les plus consulte´es sont les formulaires de recherche
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Fig. 4.25 – Nombre de visites par mois entre juin 2008 et mai 2009
Fig. 4.26 – Re´partition ge´ographique des visites sur Norine entre juin 2008 et mai 2009
(basique, structure et monome`res) ainsi que la page d’accueil et la liste des peptides contenus dans
Norine. 48% des visites proviennent d’un acce`s direct, c’est-a`-dire que l’utilisateur a enregistre´
Norine dans ses favoris. 14% des visites proviennent de sites re´fe´rents, c’est-a`-dire de sites qui
ont un lien vers Norine tels que les sites sur lesquels nos articles sont disponibles ou d’autres
sites institutionnels qui re´fe´rencent Norine. Enfin, 38% des visites proviennent d’une recherche
par mots-cle´s dans Google.
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Norine est la seule ressource publique entie`rement de´die´e aux peptides non-ribosomiaux.
Elle contient actuellement plus de 1 000 peptides et est disponible a` l’adresse suivante
http: // bioinfo. lifl. fr/ norine/ . Norine propose a` l’utilisateur une interface web qui per-
met de rechercher facilement une liste de peptides re´pondant a` certains crite`res. Norine est la
ressource de re´fe´rence mondiale pour les peptides non-ribosomiaux, notamment par le lien direct
avec wwPDB. Elle a e´galement permis d’obtenir des connaissances biologiques sur les peptides
non-ribosomiaux.
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Chapitre 5
Statistiques sur la base de donne´es
Dans ce chapitre, nous pre´sentons diverses analyses statistiques re´alise´es sur les peptides et les
monome`res contenus dans Norine. Ces expe´riences constituent la premie`re e´tude d’aussi grande
ampleur re´alise´e depuis la de´couverte du me´canisme non-ribosomial. En effet, meˆme si Norine
ne contient pas encore l’ensemble des peptides non-ribosomiaux identifie´s a` ce jour, elle reste l’u-
nique ressource contenant un nombre aussi important de peptides et variants, repre´sentatifs de
la diversite´ de ces mole´cules. Les re´sultats de ces analyses sont regroupe´s dans un article en cours
de re´daction. Nous avons re´alise´ diverses e´tudes nous permettant, dans un premier temps, d’ex-
traire des informations d’ordre ge´ne´ral. Dans un second temps, nous avons compare´ les prote´ines
classiques et les peptides non-ribosomiaux. Ensuite, nous avons e´tudie´ les caracte´ristiques en
fonction des organismes producteurs. Enfin, nous nous sommes inte´resse´s aux caracte´ristiques
des peptides en fonction des activite´s biologiques, ce qui nous a amene´ au de´veloppement d’un
outil de pre´diction de l’activite´ biologique d’un peptide a` partir de sa composition.
5.1 Me´thodes et de´finitions
Dans cette partie, nous introduisons les diverses me´thodes et de´finitions utilise´es lors des
analyses statistiques.
Distribution des monome`res
Nous avons re´alise´ un script qui prend en entre´e une liste de peptides et une liste de
monome`res. Le nombre d’occurrences de chaque monome`re dans l’ensemble des peptides de
la liste d’entre´e est calcule´.
Cohortes de peptides utilise´es et notion de variants
Comme nous l’avons vu pre´ce´demment, Norine contient tous les variants identifie´s d’une
famille de peptides (section 1.2.4.0). En tout, 184 familles de peptides sont re´pertorie´es dans
Norine, dont 62 constitue´es d’un seul peptide. Au sein d’une famille, les variations peuvent
toucher uniquement l’acide gras pour les lipopeptides ou des monome`res pour d’autres familles
ou encore se situer au niveau de la structure. Au sein d’une famille, les variants peuvent eˆtre plus
ou moins proches les uns des autres. Lors d’une e´tude statistique, conside´rer tous les variants
d’une meˆme famille peut biaiser les re´sultats. En effet, le nombre d’occurrences des monome`res
ubiquitaires dans une famille de peptides sera surestime´. Nous avons donc e´tudie´ les 122 familles
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de Norine contenant au moins deux variants peptidiques afin de mettre en e´vidence les familles
pre´sentant des variants peu similaires. Nous avons calcule´ la distance moyenne entre les peptides
d’une famille donne´e. Pour ce faire, nous avons utilise´ la me´thode de calcul de similarite´ pre´sente´e
dans la section 3.4. Nous avons re´alise´ ces tests sans clustering sur les monome`res, mais aussi
avec le clustering de niveau 1 et celui de niveau 2 (section 3.4.3). Nous avons conside´re´ comme
non-conserve´es, les familles pre´sentant une distance moyenne supe´rieure a` 0, 4 avec le clustering
de niveau 2. Nous avons choisi un seuil e´gal a` 0, 4 car, apre`s une analyse des distances moyennes
au sein des diffe´rentes familles, il semble le plus approprie´. Nous avons trace´ l’histogramme des
distances moyennes avec le clustering de niveau 2, ordonne´es par ordre croissant, au sein des 80
familles pre´sentant une distance moyenne non nulle (voir figure 5.1).
Fig. 5.1 – Distances moyennes calcule´es au sein des 80 familles contenant au moins deux peptides
et pre´sentant une distance non nulle, avec un clustering sur les monome`res de niveau 2. Les
distances moyennes sont ordonne´es par ordre croissant. Pour une raison de lisibilite´, le nom des
80 familles n’apparaˆıt pas sur la figure.
Nous pouvons remarquer qu’il existe un plateau au niveau de la distance moyenne e´gale a`
0, 4 puis a` partir de ce seuil, la distance moyenne augmente fortement, refle´tant des familles de
plus en plus he´te´roge`nes. Cette observation justifie le choix d’un seuil e´gal a` 0, 4. Nous avons
ainsi obtenu une liste de familles pour lesquelles les variants sont tre`s diffe´rents les uns des autres
et doivent donc eˆtre conside´re´s comme inde´pendants les uns des autres. La table 5.1 montre les
familles pour lesquelles les variants sont diffe´rents.
Les peptaibols ne forment pas une famille mais un ensemble de familles pre´sentant des car-
acte´ristiques communes. Cette cate´gorie de peptides pre´sente une importante dissimilarite´. Par
contre, les familles composant cette cate´gorie contiennent des peptides similaires (donne´es non
pre´sente´es ici). Il faut donc conside´rer les peptaibols comme plusieurs familles et non pas comme
une unique famille de peptides.
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Tab. 5.1 – Familles de peptides pre´sentant des variants distincts
famille statut distance moyenne nombre de variants
clustering 2
dolastatines curated 0, 64 4
guineamides putative 0, 60 6
hymenamides putative 0, 61 10
kahalalides curated 0, 71 16
kapakahines putative 0, 52 5
peptaibols curated 0, 56 130
phakellistatines putative 0, 55 14
pyoverdines curated 0, 68 57
serrawettines curated 0, 83 2
stylopeptides putative 0, 5 2
Pour une famille dont les variants sont similaires, nous prenons un seul variant au hasard
pour repre´senter cette famille. Au contraire, pour les familles dont les variants sont distincts
(cite´es pre´ce´demment) nous allons prendre tous les variants composant cette famille. Dans la
suite, c’est cette notion qui est utilise´e lorsque le terme « sans variants » est employe´.
Norine contient deux types de peptides : « curated » et « putative ». Les peptides « cu-
rated » sont ceux pour lesquels la synthe`se non-ribosomiale est prouve´e ou admise. Les peptides
« putative » sont ceux pour lesquels la voie de biosynthe`se n’est pas encore confirme´e. Il peut
eˆtre inte´ressant de distinguer ces deux cohortes lors d’e´tudes statistiques dans le but de ne
pas biaiser les re´sultats obtenus avec des peptides ne provenant pas ne´cessairement de la voie
non-ribosomiale. Nous re´alisons donc les analyses statistiques sur quatre cohortes principales de
peptides :
– total, contenant l’ensemble des peptides (1071 peptides)
– curated, contenant uniquement les peptides « curated » (790 peptides)
– sans variants, contenant un seul variant par famille (sauf pour les familles vues
pre´ce´demment) (290 peptides)
– sans variants curated, contenant les peptides « curated » et en conside´rant un seul variant
par famille (175 peptides)
Coefficient de corre´lation
Etudier la corre´lation entre deux ou plusieurs variables ale´atoires ou statistiques, c’est e´tudier
l’intensite´ de la liaison qui peut exister entre ces variables. Le coefficient de corre´lation (CC)
r permet de chiffrer la liaison entre deux distributions. Il est compris entre −1 et 1. Plus le
coefficient est proche des valeurs extreˆmes (−1 et 1), plus la corre´lation entre les variables est
forte, les variables sont dites « fortement corre´le´es ». Une corre´lation e´gale a` 0 signifie que les
variables sont line´airement inde´pendantes. Le CC r se calcule comme suit :
Soit deux se´ries X(x1, ..., xn) et Y (y1, ..., yn), on a :
r =
∑n
i=1(xi − x¯) · (yi − y¯)√∑n
i=1(xi − x¯)
2 ·
√∑n
i=1(yi − y¯)
2
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Dans notre cas le CC est calcule´ entre deux distributions monome´riques de deux ensembles
de peptides. Une distribution monome´rique est le nombre d’occurrences de chaque monome`re au
sein d’un ensemble de peptides appartenant au groupe e´tudie´.
Apprentissage automatique
L’apprentissage automatique (ou machine learning en anglais) est un des champs d’e´tude
de l’intelligence artificielle. Le but des me´thodes d’apprentissage automatique supervise´ est de
de´terminer le meilleur classifieur permettant de classer correctement un maximum de donne´es
e´tiquete´es (c’est-a`-dire dont la classe est connue) d’un ensemble d’apprentissage (training set)
dans le but de pouvoir classer des donne´es non-e´tiquete´es (c’est-a`-dire dont la classe est inconnue).
WEKA est un logiciel open-source permettant de re´aliser de l’apprentissage automatique,
tre`s utilise´ en bioinformatique [Frank et al., 2004]. Il met a` disposition diffe´rents algorithmes
utilise´s en apprentissage automatique. Ceux que nous avons utilise´s sont les suivants :
– SMO, algorithme base´ sur les machines a` vecteur de support (SVM) multi-classe
– BayNet, base´ sur les re´seaux Baye´siens
– zero, base´ sur des re`gles de de´cision
– J48, base´ sur la cre´ation d’un arbre de de´cision
– IBK, base´ sur l’algorithme des k plus proches voisins
Pour chacune des me´thodes, WEKA propose des parame`tres par de´faut. Ce sont ces parame`tres
que nous avons utilise´s.
WEKA prend en entre´e un fichier « .arff » contenant les donne´es d’apprentissage. Dans notre
cas, le meˆme fichier est utilise´ pour les diffe´rentes me´thodes teste´es. La structure du fichier est
donne´e dans la figure 5.2.
@RELATION monomers
@ATTRIBUTE Asn real
@ATTRIBUTE Val real
.
.
.
@ATTRIBUTE Gly real
@ATTRIBUTE Pro real
0,2,...,0,1,antibiotic
@ATTRIBUTE class {antibiotic,antitumor,immuno,sidero,surfactant,toxin}
1,0,...,0,0,antitumor
0,1,...,0,3,toxin
0,0,...,1,0,antibiotic
1,0,...,0,0,sidero
Fig. 5.2 – Structure d’un fichier WEKA.
Les premie`res lignes, commanc¸ant par le symbole « @ », de´finissent les diffe´rents attributs,
ainsi que leur type, qui permettent de de´crire les donne´es, qui sont ici des peptides. Dans notre
cas, nous avons deux types d’attributs : les monome`res et la classe d’activite´ biologique. La
totalite´ des monome`res de l’e´tude sont conside´re´s comme des attributs et sont repre´sente´s par un
nombre re´el correspondant au nombre d’occurences de ce monome`re dans le peptide conside´re´.
L’attribut « class » repre´sente la classe d’activite´ biologique a` laquelle appartient le peptide.
Un peptide est donc repre´sente´ par un vecteur constitue´ de n + 1 valeurs, avec n le nombre
de monome`res e´tudie´s et +1 pour la classe. Dans le fichier d’entre´e, apre`s la de´claration des
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attributs, une ligne repre´sente un peptide. Dans l’exemple de la figure 5.2, le fichier d’entre´e
contient cinq peptides. Le premier peptide du fichier contient 2 valines et 1 proline et pre´sente
une activite´ antibiotique. Lorsqu’un peptide pre´sente plusieurs activite´s biologiques, par exemple
antibiotique et anti-tumorale, ce peptide est re´pe´te´ deux fois dans le fichier, une fois avec la valeur
« antibiotic » pour l’attribut « class », et une fois avec l’attribut « class » e´gal a` « antitumoral ».
Vrais positifs, faux positifs et taux de pre´diction
Lors de tests pour mesurer la validite´ de la me´thode de pre´diction d’activite´ biologique, nous
avons besoin de mesures chiffre´es. Dans notre cas, nous cherchons a` classer des peptides dans une
classe d’activite´. Un vrai positif (VP) est un peptide dont l’activite´ pre´dite correspond a` celle
connue. Le taux de vrais positifs dans une classe X est le rapport entre le nombre d’e´le´ments
classe´s dans X qui sont re´ellement X et le nombre total d’e´le´ments classe´s dans X.
Un faux positif (FP) est un peptide dont l’activite´ pre´dite est diffe´rente de l’activite´ re´elle de
ce dernier. Le taux de faux positifs dans une classe X est le rapport entre le nombre d’e´le´ments
classe´s X alors qu’ils n’appartiennent pas a` X et le nombre total d’e´le´ments classe´s X.
Nous ne pouvons pas calculer les taux de vrais ne´gatifs (peptides non classe´s dans une classe
et n’appartenant re´ellement pas a` cette classe) et de faux ne´gatifs (peptides non classe´s dans
une classe et appartenant a` cette classe) car certains peptides pre´sentent plusieurs activite´s
biologiques et par conse´quent appartiennent a` plusieurs classes et dans ce cas, nous ne savons
pas quelle classe conside´rer.
Le taux de pre´dictions correctes est simplement le rapport entre le nombre d’e´le´ments classe´s
correctement, c’est-a`-dire le nombre de vrais positifs, et le nombre total d’e´le´ments dans le test.
5.2 Statistiques ge´ne´rales
Dans cette premie`re partie, nous donnons des statistiques d’ordre ge´ne´ral sur les peptides
et monome`res contenus dans Norine. Norine contient actuellement 1071 peptides re´partis en
184 familles. 790 peptides ont le statut « curated » et 281 le statut « putative ». Tout d’abord,
nous nous sommes inte´resse´s a` la distribution de la taille (nombre de monome`res) des peptides
non-ribosomiaux. La figure 5.3 montre la distribution de la taille des peptides « curated » sans
variants (175 peptides).
Nous pouvons voir que tous les peptides non-ribosomiaux, sauf un, ont une taille comprise
entre 2 et 23 monome`res, avec une grande proportion de peptides, environ 30%, ayant une taille
de 7 ou 8 monome`res. Seul un peptide, le polythe´onamide B, pre´sente une taille de 49 monome`res
[Hamada et al., 2005]. Son origine non-ribosomiale n’a pas e´te´ valide´e expe´rimentalement, mais
est largement admise par les spe´cialistes du domaine, et il repre´sente donc, a` ce jour, le plus
grand peptide non-ribosomial identifie´.
Dans un second temps, nous avons e´tudie´ la re´partition des diffe´rents organismes producteurs.
Les organismes producteurs sont divise´s en 3 grandes cate´gories : les bacte´ries, les champignons et
les autres. La cate´gorie « autres » regroupe divers organismes eucaryotes tels que les e´ponges ou
les ne´matodes. La re´partition des organismes est similaire que tous les variants soient conside´re´s
ou non. Nous pre´sentons ici la re´partition des peptides en conside´rant tous les variants. La figure
5.4 montre la re´partition des peptides en fonction des organismes producteurs.
Lorsque l’ensemble des peptides est utilise´ (figure 5.4a), les bacte´ries repre´sentent le re`gne
le plus fre´quent d’organismes producteurs. En effet, plus de la moitie´ des peptides contenus
dans Norine sont identifie´s chez des bacte´ries. La proportion de peptides isole´s au sein des
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Fig. 5.3 – Distribution de la taille des peptides « curated » sans variants (175 peptides)
Fig. 5.4 – Re´partition des peptides en fonction des groupes d’organismes producteurs en con-
side´rant a) la totalite´ des peptides (1071 peptides) b) les peptides « curated » (790 peptides)
champignons est de 27% et celle des peptides identifie´s au sein d’autres espe`ces eucaryotes est
de 22%. Lorsque seuls les peptides « curated » sont utilise´s (figure 5.4b), les proportions vari-
ent. Le re`gne des bacte´ries reste majoritaire (plus de 60%) et la proportion des organismes
eucaryotes « autres » diminue (moins de 5%). Les 5% de peptides produits par des eucaryotes
« autres » n’ont pas de ge`nes codant pour des synthe´tases identifie´s expe´rimentalement mais
sont reconnus comme des peptides non-ribosomiaux par la communaute´ scientifique. Le re`gne
des champignons repre´sente 34% des organismes producteurs. Ces re´sultats s’expliquent par le
fait que les bacte´ries sont ge´ne´ralement bien e´tudie´es, par conse´quent les ge`nes des synthe´tases
sont e´tudie´s expe´rimentalement et le peptide produit a le statut « curated ». A l’inverse, la ma-
jeure partie des peptides identifie´s dans la cate´gorie « autres » est potentiellement produite par
la voie NRPS mais peu d’e´tudes concernant la biosynthe`se de ces peptides sont re´alise´es, plac¸ant
ces peptides dans la cate´gorie « putative ».
Nous avons ensuite e´tudie´ la re´partition des types de structures rencontre´s au sein des pep-
tides pre´sents dans la base de donne´es. Les re´sultats sont similaires que tous les variants soient
conside´re´s ou non. Nous pre´sentons ici les re´sultats obtenus en conside´rant tous les variants d’une
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meˆme famille. La figure 5.5 montre la re´partition des types de structures rencontre´es au sein des
peptides non-ribosomiaux.
Fig. 5.5 – Re´partition des types de structures des peptides en conside´rant a) la totalite´ des
peptides (1071 peptides) b) les peptides « curated » (790 peptides)
Nous pouvons voir que les peptides ayant une structure primaire line´aire comparable a` celle
des peptides classiques repre´sentent seulement un quart des structures des peptides de Norine.
Les structures cycliques (totalement, partiellement ou bi-cycliques) repre´sentent 65% des struc-
tures primaires. Les structures branche´es sont rares au sein des peptides non-ribosomiaux. En-
viron 10% des peptides ont une structure primaire complexe contenant des cycles chevauchants
(cate´gorie « autres »). La figure 5.5 montre e´galement une re´partition similaire des types struc-
turaux entre les peptides totaux et les peptides « curated », ce qui signifie que les peptides
« putative » pre´sentent une re´partition des types structuraux similaire a` celles des peptides « cu-
rated ».
5.3 Prote´ines ribosomiales versus peptides non-ribosomiaux
Dans cette section, nous comparons la distribution des acides amine´s prote´oge´niques au
sein des prote´ines classiques et au sein des peptides non-ribosomiaux. La re´partition des vingt
acides amine´s prote´oge´niques pour les prote´ines et peptides ribosomiaux est obtenue a` partir
des statistiques de la banque de donne´es UniProtKB/TrEMBL qui sont disponibles a` l’adresse
suivante : http://www.ebi.ac.uk/uniprot/TrEMBLstats/. La figure 5.6 montre la re´partition
des acides amine´s prote´oge´niques au sein des prote´ines et peptides ribosomiaux.
Nous avons calcule´ la distribution des acides amine´s prote´oge´niques au sein des peptides
non-ribosomiaux « curated » et sans variants (175 peptides). Les pourcentages sont calcule´s
par rapport au nombre d’acides amine´s prote´oge´niques, et non par rapport au nombre total de
monome`res. La figure 5.7 montre les re´sultats obtenus. Les vingt acides amine´s prote´oge´niques
repre´sentent 40% des monome`res incorpore´s au sein des peptides non-ribosomiaux.
En comparant le pourcentage des acides amine´s prote´oge´niques au sein des prote´ines clas-
siques et des peptides non-ribosomiaux, nous pouvons remarquer que dans les deux cas, les acides
amine´s aliphatiques et hydroxyle´s sont les plus fre´quents. De meˆme, les acides amine´s aroma-
tiques et soufre´s sont les moins fre´quents dans les deux cas. En revanche, la se´rine (Ser) et la
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Fig. 5.6 – Re´partition des acides amine´s prote´oge´niques au sein des prote´ines et peptides ribo-
somiaux contenus dans UniProtKB/TrEMBL. (gris = aliphatique, rouge = acide, vert = petit
hydroxy, bleu = basique, noir = aromatique, orange = amide´, jaune = soufre´)
Fig. 5.7 – Re´partition des acides amine´s prote´oge´niques au sein des peptides « curated » sans
variants de Norine. (gris = aliphatique, rouge = acide, vert = petit hydroxy, bleu = basique,
noir = aromatique, orange = amide´, jaune = soufre´)
thre´onine (Thr) sont plus fre´quentes pour les peptides non-ribosomiaux. Cela peut s’expliquer
par le fait que ces acides amine´s posse`dent un groupement hydroxyl permettant la formation
d’une liaison covalente supple´mentaire sur la chaˆıne late´rale et ainsi l’obtention de structures
primaires non-line´aires. Une autre caracte´ristique inte´ressante est que pour les prote´ines clas-
siques, les acides amine´s acides (Glu et Asp) sont plus fre´quents que les acides amine´s portant
une fonction amine sur leur chaˆıne late´rale (Gln et Asn). Au contraire, dans le cas des pep-
tides non-ribosomiaux, la glutamine (Gln) semble eˆtre pre´fe´re´e a` l’asparagine (Asn) et l’acide
aspartique (Asp) semble eˆtre pre´fe´re´ a` l’acide glutamique (Glu). Enfin, ces expe´riences montrent
e´galement que l’acide glutamique (Glu) et l’arginine (Arg) sont moins fre´quents au sein des pep-
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tides non-ribosomiaux qu’au sein des prote´ines synthe´tise´es par la voie ribosomiale. Egalement,
l’arginine est en neuvie`me position pour les prote´ines classiques alors qu’elle se place en seizie`me
position pour les peptides non-ribosomiaux. Enfin nous pouvons constater que l’histidine (His),
la me´thionine (Met) et la cyste´ine (Cys) sont des acides amine´s peu pre´sents chez les peptides
non-ribosomiaux.
Fig. 5.8 – Re´partition des acides amine´s prote´oge´niques et leurs de´rive´s au sein des peptides
« curated » sans variants de Norine. (gris = aliphatique, rouge = acide, vert = petit hydroxy,
bleu = basique, noir = aromatique, orange = amide´, jaune = soufre´)
Dans un dernier temps, nous avons regroupe´ les acides amine´s avec leurs de´rive´s (par exemple
Ala, D-Ala, OH-Ala formeront le groupe Ala), ce qui correspond au clustering de niveau 1, et
avons calcule´ la distribution de ces groupes dans le cas des peptides non-ribosomiaux. Les acides
amine´s prote´oge´niques et leurs de´rive´s repre´sentent 70% des monome`res rencontre´s au sein des
peptides non-ribosomiaux. Les 30% restants sont principalement d’autres acides amine´s non-
prote´oge´niques, mais aussi d’autres compose´s chimiques tels que des acides gras, des sucres ou des
polyke´tides. La figure 5.8 montre la re´partition des acides amine´s prote´oge´niques et leurs de´rive´s
au sein des peptides non-ribosomiaux « curated » sans variants (175 peptides). Les pourcentages
sont calcule´s par rapport au nombre d’acides amine´s et de leurs de´rive´s, et non par rapport au
nombre total de monome`res.
Les remarques effectue´es pre´ce´demment sur les acides amine´s prote´oge´niques sont toujours
vraies lorsque les de´rive´s sont ajoute´s. Cette expe´rience confirme la diffe´rence d’utilisation des
acides amine´s prote´oge´niques au sein des peptides non-ribosomiaux par rapport aux prote´ines
ribosomiales.
5.4 En fonction des organismes producteurs
238 organismes producteurs produisant des peptides non-ribosomiaux sont re´pertorie´s dans
Norine. Ces organismes sont soit des organismes pour lesquels les ge`nes codant les synthe´tases
implique´es dans la synthe`se du peptide ont e´te´ identifie´s soit des organismes a` partir desquels un
peptide a e´te´ isole´, sans identification des ge`nes ou de la voie de biosynthe`se. En effet, beaucoup
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de peptides sont e´tudie´s et recherche´s pour leurs proprie´te´s biologiques, ce qui implique que
les ge´nomes et les ge`nes intervenant dans la synthe`se de ces mole´cules ne sont toujours pas
connus. Dans un premier temps, nous avons e´tudie´ les caracte´ristiques des peptides synthe´tise´s
par les diffe´rents phyla pre´sents dans Norine. Nous avons mis en e´vidence des caracte´ristiques
diffe´rentes entre les peptides synthe´tise´s par les bacte´ries et ceux synthe´tise´s par les champignons.
Nous avons confirme´ ces diffe´rences en e´tudiant la re´partition des acides amine´s prote´oge´niques
et celle de la taille des peptides synthe´tise´s par ces deux groupes d’organismes.
Distribution des monome`res en fonction des phyla
Les organismes producteurs sont divise´s en diffe´rents domaines, comme par exemple les
bacte´ries et les eucaryotes. Cependant, les eucaryotes sont divise´s en re`gnes dont les champignons
(fungi) et les me´tazoaires (metazoa) qui comprennent, dans notre cas, principalement des
e´ponges. Il est possible d’affiner les cate´gories d’organismes en descendant plus bas dans la
classification du vivant. Nous avons e´tudie´ les principaux phyla pre´sents dans Norine. Il sont au
nombre de cinq :
– actinobacteria (131 peptides)
– cyanobacteria (106 peptides)
– firmicutes (127 peptides)
– proteobacteria (175 peptides)
– ascomycota (256 peptides)
La figure 5.9 montre l’arbre phyloge´nique des phyla utilise´s dans l’e´tude.
Fig. 5.9 – Arbre phyloge´nique des diffe´rents phyla e´tudie´s
Pour les e´tudes statistiques, nous utilisons, en plus des 5 cate´gories correspondant aux phyla
cite´s pre´ce´demment, les cate´gories suivantes qui rassemblent plusieurs phyla :
– bacteria
– eukaryota (fungi+plantes+metazoa)
– fungi
– metazoa
Nous avons calcule´ le coefficient de corre´lation (CC) entre les distributions monome´riques
des diffe´rentes cate´gories. Nous avons re´alise´ ces tests sur les quatre cohortes de peptides (total,
« curated », sans variants et sans variants « curated »). Les re´sultats obtenus sont semblables
quelle que soit la cohorte observe´e. Nous pre´sentons donc ici les re´sultats obtenus avec la totalite´
des peptides. Nous avons calcule´ la distribution de l’ensemble des monome`res (clustering 0), mais
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aussi celle des groupes de monome`res issues du clustering de niveau 1 et celle des groupes de
monome`res issues du clustering de niveau 2. La table 5.2 montre les re´sultats obtenus.
Tab. 5.2 – Coefficients de corre´lation entre les diffe´rentes distributions de monome`res en fonction
des organismes producteurs. Les chiffres entre parenthe`ses donnent le nombre de peptides dans
chaque groupe.
organisme 1 organisme 2 clustering 0 clustering 1 clustering 2
bacteria (539) eukaryota (507) 0,386 0,533 0,684
bacteria (539) fungi (281) 0,273 0,388 0,535
bacteria (539) metazoa (218) 0,566 0,725 0,838
fungi (281) metazoa (218) 0,369 0,510 0,654
actinobacteria (131) cyanobacteria (106) 0,085 0,335 0,475
actinobacteria (131) firmicutes (127) 0,302 0,515 0,506
actinobacteria (131) proteobacteria (175) 0,274 0,449 0,490
actinobacteria (131) ascomycota (256) 0,138 0,244 0,312
cyanobacteria (106) firmicutes (127) 0,167 0,385 0,605
cyanobacteria (106) proteobacteria (175) 0,242 0,491 0,532
cyanobacteria (106) ascomycota (216) 0,135 0,291 0,453
firmicutes (127) proteobacteria (175) 0,480 0,605 0,723
firmicutes (127) ascomycota (256) 0,260 0,424 0,521
proteobacteria (175) ascomycota (256) 0,237 0,351 0,518
La premie`re remarque est que plus le clustering est important plus le CC augmente. Cela
s’explique par le fait que de plus en plus de monome`res sont regroupe´s et par conse´quent, la
probabilite´ d’avoir l’utilisation des meˆmes classes de monome`res augmente e´galement. Ensuite, il
existe une grande diffe´rence entre les monome`res observe´s chez les champignons et ceux isole´s chez
les bacte´ries. En effet, le CC faible refle`te une mauvaise corre´lation entre les deux distributions et
cela quel que soit le niveau de clustering utilise´. Cette expe´rience montre donc que les monome`res
utilise´s par les bacte´ries sont diffe´rents de ceux utilise´s par les champignons.
Une autre remarque tre`s importante est que le CC est plus e´leve´ entre les distributions
monome´riques des bacte´ries et des me´tazoaires (0, 566) qu’entre celles des bacte´ries et des
champignons (0, 273). Ce CC est e´leve´ quel que soit le niveau de clustering conside´re´. Cela mon-
tre qu’il existe une corre´lation entre les deux distributions monome´riques correspondantes. Cette
expe´rience semble donc confirmer l’hypothe`se selon laquelle les peptides non-ribosomiaux isole´s
a` partir des e´ponges et autres eucaryotes supe´rieurs seraient en fait synthe´tise´s par des bacte´ries
symbiotiques et non par les eucaryotes eux-meˆmes. La symbiose est une interaction spe´cifique et
a` long terme entre deux organismes ou plus. Ce re´sultat est donc tre`s inte´ressant, puisqu’il vient
appuyer une hypothe`se largement accepte´e par la communaute´ scientifique. En effet, plusieurs
articles montrent qu’il existe de nombreuses symbioses entre des bacte´ries et des eucaryotes
supe´rieurs. Par exemple, une revue re´cente recense les me´tabolites, dont certains peptides non-
ribosomiaux, synthe´tise´s par des bacte´ries symbiotiques [Piel, 2009]. Dans une autre e´tude, les
auteurs ont identifie´ des ge`nes NRPS au sein de ge´nomes de bacte´ries isole´es dans quatre espe`ces
d’e´ponges [Zhang et al., 2009]. Ces e´tudes tendent a` prouver que les peptides non-ribosomiaux
sont synthe´tise´s par des bacte´ries symbiotiques plutoˆt que par les e´ponges elles-meˆmes. De nom-
breux micro-organismes ont e´te´ identifie´s au sein des e´ponges [Lee et al., 2001]. Une e´ponge
peut contenir plusieurs micro-organismes symbiotiques tre`s diffe´rents. Ainsi, les diffe´rents phyla
bacte´riens e´tudie´s ici sont identifie´s au sein des e´ponges et aucun phylum n’est spe´cifique a` la
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symbiose. Par exemple, des prote´obacte´ries symbiotiques ont e´te´ idenbtifie´es chez Theonella swin-
hoei, des cyanobacte´ries chez Dysidea herbacea, des actinobacte´ries chez Rhopaloeides odorabile
ou encore des firmicutes chez Aplysina sp..
Chaque phylum semble avoir un ensemble spe´cifique de monome`res. En effet, les diffe´rents
CC observe´s sont faibles, ce qui montre une distribution monome´rique spe´cifique. Le phylum le
plus e´loigne´ des autres est celui des cyanobacte´ries. En effet, les CC observe´s entre ce phylum
et les autres phyla sont tre`s proches de 0. Les cyanobacte´ries sont des bacte´ries vivant dans
divers milieux aquatiques. Leur environnement est diffe´rent de celui des autres organismes et
par conse´quent, les ressources pre´sentes dans le milieu peuvent eˆtre spe´cifiques. La spe´cificite´ du
milieu peut expliquer la spe´cificite´ des monome`res incorpore´s.
De la meˆme manie`re, le phylum des ascomycota montre des CC tre`s faibles. Ce phylum
est le seul repre´sentant des champignons (les 4 autres e´tant des bacte´ries). Il semble donc
logique que ce phylum montre une distribution monome´rique propre, ce qui est cohe´rent avec la
premie`re remarque effectue´e soulignant une diffe´rence d’utilisation des monome`res entre bacte´ries
et champignons.
Enfin, les firmicutes et les prote´obacte´ries semblent utiliser un ensemble de monome`res
proches (CC=0, 480).
Distribution des acides amine´s prote´oge´niques
Nous avons e´tudie´ la distribution des acides amine´s prote´oge´niques dans les peptides non-
ribosomiaux synthe´tise´s par les bacte´ries et ceux synthe´tise´s par les champignons. Dans ces
expe´riences, un seul variant par famille est conside´re´. Que la totalite´ des peptides ou seulement
ceux dont le statut est « curated » soient pris en compte, les re´sultats sont similaires. La fig-
ure 5.10 montre la distribution des acides amine´s prote´oge´niques obtenue sur l’ensemble des
peptides « curated » sans variants produits par les bacte´ries (121 peptides). Les acides amine´s
prote´oge´niques repre´sentent environ 40% des monome`res incorpore´s dans ces peptides.
Les acides amine´s prote´oge´niques les plus fre´quents dans les peptides synthe´tise´s par les
bacte´ries sont la se´rine, la glycine, la thre´onine, l’alanine et la lysine. La me´thionine n’a pas e´te´
identifie´e au sein des peptides bacte´riens pre´sents dans Norine. Nous avons re´alise´ la meˆme
expe´rience en regroupant les acides amine´s prote´oge´niques et leurs de´rive´s. Ils repre´sentent envi-
ron 70% des monome`res constituant les peptides bacte´riens. Les groupes d’acides amine´s les plus
fre´quents restent sensiblement les meˆmes que dans l’expe´rience pre´ce´dente et sont, dans l’ordre
de´croissant des fre´quences : se´rine, thre´onine, alanine, glycine et valine.
Au sein des peptides non-ribosomiaux synthe´tise´s par les champignons, les acides amine´s
prote´oge´niques repre´sentent plus de 40% des monome`res incorpore´s. La figure 5.11 montre la
distribution des acides amine´s prote´oge´niques au sein des peptides « curated » et sans variants
synthe´tise´s par les champignons (34 peptides).
Pour les peptides synthe´tise´s par les champignons, les acides amine´s les plus fre´quents sont
la glutamine, la proline, la leucine, l’alanine et la valine. L’histine, la lysine, la me´thionine et
l’arginine ne sont pas identifie´s au sein des peptides synthe´tise´s par les champignons pre´sents
dans Norine. En regroupant les acides amine´s prote´oge´niques et leurs de´rive´s, les groupes les
plus fre´quents, par ordre de´croissant, sont : valine, proline, leucine, alanine et glutamine. Cette
expe´rience montre que les acides amine´s prote´oge´niques incorpore´s au sein des peptides sont tre`s
diffe´rents selon l’organisme producteur. En effet, les cinq acides amine´s les plus fre´quents chez
les bacte´ries sont comple`tement diffe´rents de ceux identifie´s pour les champignons, sauf l’alanine,
qui est fre´quente chez les bacte´ries et les champignons. Par exemple, la glutamine, acide amine´ le
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Fig. 5.10 – Re´partition des acides amine´s prote´oge´niques au sein des peptides non-ribosomiaux
(« curated » et sans variants) produits par les bacte´ries.( gris = aliphatique, rouge = acide, vert
= petit hydroxy, bleu = basique, noir = aromatique, blanc = amide´, jaune = soufre´)
Fig. 5.11 – Re´partition des acides amine´s prote´oge´niques au sein des peptides non-ribosomiaux
(« curated » et sans variants) produits par les champignons. gris = aliphatique, rouge = acide,
vert = petit hydroxy, bleue = basique, noir = aromatique, blanc = amide, jaune = soufre´
plus fre´quent chez les champignons est beaucoup moins fre´quent chez les bacte´ries. De meˆme, la
lysine fait partie des cinq acides amine´s les plus fre´quents dans le cas des bacte´ries alors qu’elle
n’est pas identifie´e au sein des peptides synthe´tise´s par les champignons pre´sents dans Norine.
Une fois de plus, nous avons mis en e´vidence une diffe´rence significative des caracte´ristiques des
peptides non-ribosomiaux produits par les bacte´ries et ceux produits par les champignons.
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Fig. 5.12 – Re´partition des acides amine´s prote´oge´niques au sein des peptides non-ribosomiaux
produits par les me´tazoaires. gris = aliphatique, rouge = acide, vert = petit hydroxy, bleue =
basique, noir = aromatique, blanc = amide, jaune = soufre´
Nous avons calcule´ la distribution des acides amine´s prote´oge´niques au sein des peptides
synthe´tise´s par les me´tazoaires (figure 5.12). Nous pre´sentons les re´sultats obtenus avec l’ensem-
ble des peptides isole´s chez les me´tazoaires, mais des re´sultats similaires sont obtenus lorsque
seuls les peptides « curated » sont conside´re´s ou uniquement un variant par famille. Nous pou-
vons noter que les peptides synthe´tise´s par les me´tazoaires pre´sentent des monome`res qui leurs
sont spe´cifiques. Par exemple, la phe´nylalanine (Phe) est beaucoup plus fre´quente dans les pep-
tides synthe´tise´s par les me´tazoaires par rapport a` ceux synthe´tise´s par les bacte´ries ou les
champignons. Cette spe´cificite´ de certains monome`res explique un coefficient de corre´lation
diffe´rent de 1 entre les diffe´rents groupes d’organismes. Cependant, la distribution des acides
amine´s prote´oge´niques au sein des peptides isole´s chez les me´tazoaires pre´sente des similitudes
avec celle observe´e chez les bacte´ries. Par exemple, la thre´onine (Thr), l’alanine (Ala), la valine
(Val), la leucine (Leu) et l’isoleucine (Ile) sont aussi fre´quentes et la lysine (Lys), absente pour
les champignons, est observe´e au sein des peptides isole´s chez les me´tazoaires. Cependant, la
proline tre`s fre´quente chez les champignons, l’est e´galement au sein des peptides isole´s chez les
me´tazoaires. Le coefficient de corre´lation plus e´leve´ entre les bacte´ries et les me´tazoaires ob-
serve´ pre´ce´demment est certainement du aux autres monome`res, plutoˆt qu’aux acides amine´s
prote´oge´niques.
Distribution de la taille des peptides
Nous avons calcule´ la distribution des tailles des peptides pour les peptides synthe´tise´s par
les bacte´ries et ceux synthe´tise´s par les champignons. Les profils de distributions sont les meˆmes
quelle que soit la cohorte de peptides utilise´e (total, « curated », sans variants et sans variants
« curated »). Nous donnons les re´sultats avec l’ensemble des peptides « curated » synthe´tise´s par
les bacte´ries (figure 5.13) et par les champignons (figure 5.14).
Nous pouvons voir d’apre`s les deux figures que les profils de distribution des tailles des pep-
tides synthe´tise´s par les bacte´ries et les champignons sont diffe´rents. En effet, pour les bacte´ries, la
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Fig. 5.13 – Distribution des tailles des peptides « curated » synthe´tise´s par les bacte´ries (488
peptides).
Fig. 5.14 – Distribution des tailles des peptides « curated » synthe´tise´s par les champignons (269
peptides).
Fig. 5.15 – Distribution des tailles des peptides synthe´tise´s par les me´tazoaires (218 peptides).
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distribution des tailles des peptides semble eˆtre relativement homoge`ne, avec une grande propor-
tion des peptides pre´sentant une taille de 7 ou 8 monome`res. A l’inverse, les peptides synthe´tise´s
par les champignons semblent avoir des tailles sous-repre´sente´es et d’autres sur-repre´sente´es. En
moyenne, les peptides synthe´tise´s par les champignons sont plus grands que ceux synthe´tise´s par
les bacte´ries. Cette expe´rience montre donc qu’il existe une diffe´rence entre la re´partition de la
taille des peptides synthe´tise´s par les bacte´ries et ceux synthe´tise´s par les champignons.
Nous avons ensuite calcule´ la distribution des tailles des peptides isole´s chez les me´tazoaires
(figure 5.15). Ils ont une taille souvent situe´e entre 2 et 14 monome`res, ce qui est comparable aux
tailles des peptides synthe´tise´s par les bacte´ries. Les tailles les plus fre´quentes observe´es chez les
me´tazoaires sont 7 et 8 monome`res, comme dans le cas des bacte´ries. La distribution des tailles
des peptides synthe´tise´s par les me´tazoaires est similaire a` celle des tailles des peptides synthe´tise´s
par les bacte´ries, ce qui renforce une fois de plus, l’hypothe`se selon laquelle les peptides isole´s
chez les me´tazoaires sont en fait synthe´tise´s par des bacte´ries symbiotiques.
5.5 En fonction des cate´gories chimiques
Dans cette section, nous avons e´tudie´ la distribution des monome`res au sein des diffe´rentes
cate´gories chimiques de peptides pre´sents dans Norine : les glycopeptides, les lipopeptides, les
peptides et les peptaibols. Nous avons calcule´ la re´partition des peptides au sein de ces diffe´rentes
cate´gories (figure 5.16). Environ la moitie´ des peptides non-ribosomiaux sont des peptides et un
quart sont des lipopeptides.
Fig. 5.16 – Re´partition des cate´gories chimiques a) sur l’ensemble des peptides et b) sur les
peptides « curated ».
Peptides
La figure 5.17 montre la distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des
peptides, c’est-a`-dire sans les lipopeptides, glycopeptides et peptaibols. Seuls sont conside´re´s les
peptides « curated » et sans variants (127 peptides).
Une grande proportion de monome`res apparaˆıt sous la forme D. La se´rine et la thre´onine
sont tre`s fre´quentes. Ces deux acides amine´s permettent l’obtention des structures primaires
non-line´aires. Le chromophore identifie´ dans les pyoverdines (ChrP) apparaˆıt comme fre´quent.
En effet, dans notre e´tude, les pyoverdines pre´sentant des structures non-similaires, ne sont pas
conside´re´es comme des variants et sont donc toutes prises en compte et chacune d’elle contient
un chromophore. Elles repre´sentent 45% de la cate´gorie chimique e´tudie´e.
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Fig. 5.17 – Distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des peptides (non
lipopeptides, glycopeptides et peptaibols) « curated » et sans variants (127 peptides)
Glycopeptides
La figure 5.18 montre la re´partition des 31 monome`res incorpore´s au sein des glycopeptides.
En effet, seuls 31 monome`res sont identifie´s au sein des glycopeptides contenus dans Norine.
Fig. 5.18 – Distribution des 31 monome`res incorpore´s au sein des glycopeptides « curated » (43
peptides)
Les glycopeptides forment une grande cate´gorie de peptides pre´sentant des structures simi-
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laires. Si nous ne conside´rons qu’un seul variant par famille, seuls deux peptides seront conside´re´s.
Tous les variants « curated » sont donc conside´re´s dans ce cas (43 peptides).
Fig. 5.19 – Structure monome´rique de la vancomycine
Les glycopeptides sont des antibiotiques. L’exemple le plus connu est celui de la vancomycine
(figure 5.19), un antibiotique utilise´ lors d’infections cause´es par des bacte´ries a` Gram positif. Les
glycopeptides pre´sentent une structure primaire complexe compose´e de cycles chevauchants et de
branchements. Le monome`re le plus fre´quent est le Hpg (HydroxyPhenylGlycine). Ce monome`re
permet la formation de 5 liaisons covalentes, ne´cessaires pour la structure primaire des glycopep-
tides. D’autres monome`res fre´quemment identifie´s au sein des glycopeptides sont des monome`res
permettant la formation de plus de deux liaisons covalentes (Tyr, Hpg ...). Bien e´videmment, les
sucres (D-Glc, Van, Ere, ...) sont e´galement tre`s fre´quents au sein des glycopeptides.
Lipopeptides
Fig. 5.20 – Distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des lipopeptides « cu-
rated » et sans variants (26 peptides)
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La figure 5.20 montre la distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des
lipopeptides. Seuls les lipopeptides « curated » et sans variants (26 peptides) sont conside´re´s.
Les lipopeptides sont constitue´s d’un acide gras et d’une partie peptidique. L’acide gras le plus
fre´quemment rencontre´ est l’acide 3-hydroxy-de´cano¨ıque (C10 :0-OH(3)). Les monome`res les plus
fre´quents sont la leucine (Leu), l’Alanine (Ala) et l’acide 2,4-diaminobutyrique (Dab). L’acide
amine´ acide aspartique (Asp) est plus fre´quent dans les lipopeptides que dans les autres peptides
non-ribosomiaux. Les lipopeptides ont souvent une partie hydrophobe (dont l’acide gras) et
une partie hydrophile, cette amphiphilie e´tant ne´cessaire a` leur fonction. La distribution des
monome`res montre e´galement une re´partition selon ces crite`res d’hydrophobicite´.
Peptaibols
La figure 5.21 montre la distribution des 27 monome`res identifie´s au sein des peptaibols. En
effet, seuls 27 monome`res sont pre´sents au sein des peptaibols contenus dans Norine. Seuls les
peptaibols « curated » et sans variants sont conside´re´s (20 peptides) dans cette e´tude.
Fig. 5.21 – Distribution des 27 monome`res identifie´s au sein des peptaibols « curated » et sans
variants (20 peptides)
Les peptaibols sont des antibiotiques line´aires synthe´tise´s par voie non-ribosomiale par des
champignons. Il sont riches en Aib (acide 2-Aminoisobutyrique) et pre´sentent un re´sidu alcool
a` l’extre´mite´ C-terminale. Le nom « peptAIBol » provient de la richesse en Aib et le suffixe -ol
provient de la fonction alcool porte´e de l’extre´mite´ C-terminale. L’Aib est, de loin, le monome`re
le plus fre´quent au sein des peptaibols. Il est pre´sents dans tous les peptaibols de Norine et,
en moyenne, il est pre´sent plus de six fois dans un meˆme peptide. L’Aib est pre´sent dans 132
peptides de Norine dont 130 sont des peptaibols. Les deux peptides, non peptaibols, contenant
l’Aib sont la chlamydocine (NOR00623), un peptide « putative » synthe´tise´ par le champignon
Pochonia chlamydosporia et la microcystine LAib (NOR00816), une toxine synthe´tise´e par les
cyanobacte´ries Microcystis aeruginosa. La glutamine (Gln) est plus fre´quente dans les peptai-
bols que dans les autres peptides non-ribosomiaux. Les acides amine´s dont la fonction car-
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boxyle est re´duite en alcool (Leuol, Pheol, Valol, Trpol) ne sont identifie´s que dans le cas
des peptaibols. Nous pouvons e´galement noter que les monome`res ace´tyle´s (Ac-Aib, Ac-Phe,
Ac-Val, Ac-Trp) sont fre´quents dans cette cate´gorie de peptides. En effet, au sein des peptai-
bols, le premier monome`re est ace´tyle´. Tre`s peu de donne´es sont disponibles sur les synthe´tases
implique´es dans la biosynthe`se des peptaibols. Une e´tude a montre´ que lorsque de l’Aib est
ajoute´ dans le milieu de culture, la production des peptaibols augmente [Chutrakul et al., 2008].
Cette observation appuie donc l’hypothe`se selon laquelle l’Aib est directement incorpore´ par la
synthe´tase et ne re´sulte pas d’une modification d’un acide amine´ pre´alablement incorpore´. Une
autre e´tude a permis l’identification du cluster de ge`nes responsable de la production de peptai-
bols chez Trichoderma harzianum [Vizca´ıno et al., 2006]. Cette e´tude a mis en e´vidence un do-
maine de´hydroge´nase/re´ductase qui remplace le domaine terminal de la thioeste´rase. Ce domaine
est responsable de la re´duction de la fonction carboxyle en fonction alcool du monome`re terminal
qui accompagne la libe´ration du peptide. Dans un autre article [Wiest et al., 2002], les auteurs
ont mis en e´vidence des domaines ke´toacyl synthase et ace´tyltransfe´rase qui seraient respons-
ables de l’ace´tylation du premier monome`re des peptaibols. Une e´tude sur la base de donne´es
des peptaibols pre´sente´e dans la section 2.1.2 a e´te´ mene´e [Whitmore and Wallace, 2004a]. Le
roˆle important de l’Aib dans la formation de la structure en he´lice des longs peptaibols (dont le
nombre de monome`res et supe´rieur ou e´gal a` 16) explique la fre´quence e´leve´e de ce monome`re
au sein des peptaibols. Cette e´tude a e´galement mis en e´vidence que la glutamine est le seul
monome`re polaire identifie´ dans les peptaibols et que sa position au sein de la structure est
cruciale pour l’activite´ antibiotique.
5.6 En fonction des activite´s biologiques
Les peptides non-ribosomiaux pre´sentent des activite´s biologiques importantes et varie´es.
Dans cette section, nous e´tudions les caracte´ristiques des peptides contenus dans Norine en
fonction des diffe´rentes activite´s biologiques qu’ils pre´sentent. Dans cette section, tous les vari-
ants des familles de peptides sont pris en compte car tous les variants d’une meˆme famille ne
pre´sentent pas les meˆmes activite´s. Par exemple, l’actinomycine D pre´sente des activite´s an-
tibiotiques et anti-tumorales alors que les autres actinomycines n’ont pas e´te´ identifie´es comme
des anti-tumoraux. Onze activite´s sont re´pertorie´es dans Norine, dont six principales pre´sente´s
par les peptides « curated » (antibiotique, immuno-modulatrice, anti-tumorale, toxine, surfac-
tant, side´rophore). Le terme « antibiotique » regroupe les anti-bacte´riens, les anti-fongiques et les
anti-viraux. La figure 5.22 montre la re´partition des activite´s biologiques des peptides « curated »
de Norine.
Un grand nombre de peptides sont des antibiotiques. La plupart des peptides pre´sente
plusieurs activite´s biologiques. Les antibiotiques peuvent e´galement pre´senter une activite´
immuno-modulatrice ou anti-tumorale et sont parfois e´galement des toxines ou des surfac-
tants. L’association antibiotique/immuno-modulateur/anti-tumoral est fre´quente. Par contre, les
side´rophores semblent ne posse´der qu’une seule activite´. En effet, les side´rophores sont souvent
uniquement des side´rophores et peuvent e´ventuellement eˆtre des surfactants, mais ils ne montrent
aucune intersection avec les autres activite´s biologiques.
Nous avons e´tudie´ la distribution des monome`res au sein des peptides en fonction des activite´s
biologiques qu’ils pre´sentent.
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Fig. 5.22 – Re´partition des activite´s biologiques des peptides non-ribosomiaux « curated » de
Norine
Antibiotiques
La figure 5.23 montre la distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des
peptides « curated » pre´sentant une activite´ antibiotique (488 peptides).
Fig. 5.23 – Distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des peptides « curated »
pre´sentant une activite´ antibiotique (488 peptides)
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L’Aib est le monome`re le plus fre´quent. Comme nous l’avons vu pre´ce´demment, il est car-
acte´ristique des peptaibols, une grande cate´gorie de peptides antibiotiques. Il n’est donc pas
e´tonnant d’identifier ce monome`re comme le plus fre´quent parmi les peptides pre´sentant une ac-
tivite´ antibiotique. D’autres monome`res caracte´ristiques des peptaibols sont e´galement identifie´s
parmi les monome`res les plus fre´quents. De la meˆme manie`re, certains monome`res caracte´ristiques
des glycopeptides, comme par exemple Hpg ou bOH-Cl-Tyr, apparaissent parmi les monome`res
les plus fre´quents observe´s pour les peptides antibiotiques.
Nous avons recommence´ l’expe´rience en enlevant les glycopeptides et les peptaibols de l’e´tude
(figure 5.24).
Fig. 5.24 – Distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des peptides « curated »
pre´sentant une activite´ antibiotique en enlevant les peptaibols et les glycopeptides (295 peptides)
Le monome`re Dab (acide 2,4-diaminobutyrique) est tre`s fre´quent au sein des peptides an-
tibiotiques. En effet, les trois-quarts des peptides contenant ce monome`re pre´sentent une ac-
tivite´ antibiotique. Nous pouvons e´galement noter que de nombreux monome`res apparaissent
sous la forme D. Il a e´te´ montre´ que les isome`res D empeˆchent la de´gradation enzymatique de la
mole´cule, fait essentiel pour un antibiotique, sans alte´rer la structure et la fonction de la mole´cule
[Wade et al., 1990].
Anti-tumoraux
La figure 5.25 montre la distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des
peptides « curated » pre´sentant une activite´ anti-tumorale (31 peptides).
Certains monome`res apparaissent comme fre´quents au sein des peptides anti-tumoraux alors
qu’ils ne le sont pas dans les autres peptides non-ribosomiaux. Par exemple, l’acide lactique (Lac)
ou encore la N,O-dime´thyl-tyrosine (NMe-OMe-Tyr) semblent caracte´ristiques de cette classe de
peptides. De manie`re ge´ne´rale, la distribution monome´rique pour les peptides anti-tumoraux
montre que beaucoup de monome`res incorpore´s dans ces peptides subissent de nombreuses mod-
ifications. Le nombre de peptides anti-tumoraux conside´re´s e´tant petit (31 peptides), ces re´sultats
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Fig. 5.25 – Distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des peptides « curated »
pre´sentant une activite´ anti-tumorale (31 peptides)
sont a` prendre avec pre´caution.
Immuno-modulateurs
Fig. 5.26 – Distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des peptides « curated »
pre´sentant une activite´ immuno-modulatrice (30 peptides)
La figure 5.26 montre la distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des
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peptides « curated » pre´sentant une activite´ immuno-modulatrice (30 peptides). La distribution
monome´rique des immuno-modulateurs montre des monome`res communs avec les anti-tumoraux
(Lac par exemple). Cela s’explique par le fait qu’il existe 17 peptides communs entre ces deux
classes d’activite´. De nombreux monome`res sont N-me´thyle´s au sein des immuno-modulateurs.
Le nombre de peptides immuno-modulateurs « curated » identifie´s e´tant petit (30 peptides), ces
re´sultats sont a` prendre avec pre´caution.
Side´rophores
La figure 5.27 montre la distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des
side´rophores « curated » (88 peptides).
Fig. 5.27 – Distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des side´rophores « cu-
rated » (88 peptides)
Les side´rophores sont des mole´cules capables de fixer le fer. Pour ce faire, elles ont besoin
de six fonctions bidentates. Les cate´cholates, les hydroxamates et les hydroxy-carboxylates sont
les fonctions les plus fre´quemment rencontre´es pour jouer ce roˆle dans la coordination du fer.
Diffe´rents monome`res dans les peptides non-ribosomiaux contiennent ces fonctions :
– cate´cholate : 2,3-dihydroxybenzoate (Dhb ou diOH-Bz)
– hydroxamate : N-formyl-N-hydroxyornithine (Fo-OH-Orn), N-ace´tyl-N-hydroxyornithine
(Ac-OH-Orn), N-hydroxy-cycloornithine (OH-cOrn), hydroxylysine (OH-Lys)
– hydroxy-carboxylate : acide hydroxyaspartique (OH-Asp)
Nous pouvons remarquer que tous ces monome`res apparaissent parmi les monome`res les
plus fre´quents au sein des side´rophores de Norine. Le chromophore des pyoverdines (ChrP) est
e´galement tre`s fre´quent car les pyoverdines repre´sentent un ensemble he´te´roge`ne de side´rophores
(57 peptides) dont chaque membre contient un chromophore qui rend la mole´cule fluorescente.
112
5.6. En fonction des activite´s biologiques
Surfactants
La figure 5.28 montre la distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des
surfactants « curated » (130 peptides).
Fig. 5.28 – Distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des surfactants « cu-
rated » (130 peptides)
Au sein des surfactants, des monome`res hydrophobes (Leu, Val) et des monome`res hydrophiles
(Ser, Glu, Asp) figurent parmi les monome`res les plus fre´quents. Les surfactants ont besoin d’une
partie hydrophile et d’une partie hydrophobe pour assurer leur fonction.
Toxines
La figure 5.29 montre la distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des
toxines « curated » (142 peptides).
Les monome`res les plus fre´quents dans les toxines sont souvent sous leur forme D. L’Adda
( l’acide 3-amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca-4,6-dieno¨ıque), apparaissant comme
fre´quent, est le monome`re reconnu comme caracte´ristique des microcystines [Harada et al., 2004].
Ce monome`re est e´galement pre´sent dans les nodularines. Les microcystines et les nodularines
sont des toxines produites par les cyanobacte´ries et pre´sentent des structures similaires. 56 mi-
crocystines et 8 nodularines sont re´pertorie´es dans Norine. Certaines re´fe´rences citent plus de
70 microcystines diffe´rentes, mais il est difficile de trouver ces mole´cules. Cette e´tude a mis
en e´vidence le monome`re D-bMe-Asp (acide β-me´thyl-D-aspartique) qui est pre´sent dans 46
peptides de la famille des microcystines et des nodularines.
En analysant les monome`res les plus fre´quents au sein des diffe´rentes classes d’activite´s bi-
ologiques, il semble que chaque classe pre´sente un certain nombre de monome`res spe´cifiques. Pour
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Fig. 5.29 – Distribution des trente monome`res les plus fre´quents au sein des toxines « curated »
(142 peptides)
ve´rifier ces observations, nous avons calcule´ les coefficients de corre´lation entre les distributions
monome´riques de chaque classe d’activite´.
Corre´lation entre les distributions monome´riques
Nous avons calcule´ le CC entre les distributions des monome`res en fonction des diffe´rentes
activite´s.
Dans la table 5.3 nous pouvons remarquer que les CC sont plutoˆt bas, ce qui signifie que
l’on a une mauvaise corre´lation entre les distributions des monome`res en fonction des diffe´rentes
activite´s. En d’autres termes, les distributions monome´riques sont diffe´rentes dans les groupes
d’activite´s compare´s. La colonne et la ligne « comple´ment » correspondent a` l’ensemble des pep-
tides ne pre´sentant pas l’activite´ e´tudie´e. Nous notons aussi que les side´rophores semblent avoir
une composition en monome`res qui leur est propre (CC proche de 0). Nous pouvons e´galement
remarquer que les activite´s qui pre´sentent des intersections avec d’autres activite´s ont des CC
qui varient dans le meˆme sens. Ce qui est cohe´rent avec l’observation des intersections puisque
certains peptides sont dans plusieurs classes d’activite´s.
Voyons maintenant les re´sultats des meˆmes expe´riences lorsque seuls les peptides pre´sentant
une activite´ unique sont conside´re´s. Les re´sultats sont pre´sente´s dans la table 5.4.
La table 5.4 montre des re´sultats similaires a` ceux obtenus pre´ce´demment mais avec des
CC souvent plus faibles (plus proches de 0). Ces expe´riences semblent confirmer le fait que les
side´rophores pre´sentent une distribution monome´rique qui leur est propre. Par exemple, un CC
de 0, 075, qui re´ve`le une tre`s mauvaise corre´lation, est observe´ entre la distribution monome´rique
des side´rophores et celle des toxines. Les side´rophores doivent fixer le fer et pour cela, ils ont
besoin de fonctions spe´cifiques, et par conse´quent, de monome`res spe´cifiques.
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comple´ment antibio anti-tumor immuno sidero surfactant toxine
(488) (31) (30) (88) (130) (142)
comple´ment X 0,412 0,478 0,414 0,203 0,411 0,378
antibio X 0,484 0,389 0,191 0,504 0,398
anti-tumor X 0,799 0,143 0,442 0,317
immuno X 0,092 0,268 0,291
sidero X 0,344 0,177
surfactant X 0,342
Tab. 5.3 – Coefficients de corre´lation entre les diffe´rentes distributions des monome`res en fonction
des activite´s pre´sente´es par les peptide « curated ». Les chiffres entre parenthe`ses donnent le
nombre de peptides de chaque classe.
comple´ment antibio anti-tumor immuno sidero surfactant toxine
(315) (5) (4) (70) (14) (89)
comple´ment X 0,377 0,350 0,259 0,238 0,474 0,206
antibio X 0,247 0,118 0,148 0,330 0,113
anti-tumor X 0,264 0,329 0,047 0,110
immuno X 0,060 -0,004 0,122
sidero X 0,140 0,075
surfactant X 0,194
Tab. 5.4 – Coefficients de corre´lation entre les diffe´rentes distributions des monome`res en fonction
des activite´s exclusives pre´sente´es par les peptides « curated ». Le nombre de peptides de chaque
classe est donne´ entre parenthe`ses.
Cette section nous a permis de mettre en e´vidence une distribution des monome`res diffe´rente
en fonction de l’activite´ biologique des peptides. En effet, chaque classe d’activite´ semble montrer
une distribution spe´cifique des monome`res. L’exemple le plus flagrant est celui des side´rophores.
Nous avons e´galement calcule´ la similarite´ des structures, c’est-a`-dire les distances deux a` deux,
au sein des diffe´rentes classes d’activite´s mais aucune similarite´ structurale n’a pu eˆtre mise en
e´vidence (donne´es non pre´sente´es ici). Ces observations nous ont conduit au de´veloppement d’un
outil aidant a` la pre´diction de l’activite´ biologique des peptides a` partir de leur composition.
5.7 Aide a` la pre´diction de l’activite´ biologique
Dans cette section, nous pre´sentons un outil aidant a` la pre´diction de l’activite´ biologique d’un
peptide a` partir de sa composition en monome`res. Cet outil s’appuie sur l’hypothe`se selon laquelle
chaque classe d’activite´ pre´sente des monome`res spe´cifiques. Nous nous basons sur la fre´quence
des monome`res au sein de chaque classe d’activite´ pour e´valuer la composition des peptides
pre´sentant une activite´ avec lesquels la composition monome´rique est la plus proche. Apre`s avoir
pre´sente´ notre me´thode, nous la comparons aux pre´dictions obtenues graˆce a` diverses me´thodes
d’apprentissage automatique. Enfin, nous donnons quelques exemples de pre´diction d’activite´s
sur un ensemble de peptides non-ribosomiaux, qui ne sont pas encore inte´gre´s a` Norine.
Cet outil de pre´diction d’activite´ permet a` l’utilisateur d’identifier l’activite´ potentielle d’un
peptide pre´dit a` partir de la synthe´tase ou isole´ a` partir d’un organisme, et ainsi orienter les
validations expe´rimentales a` entreprendre.
115
Chapitre 5. Statistiques sur la base de donne´es
5.7.1 Me´thode
Tout d’abord, nous avons regroupe´ les acides gras en trois groupes distincts :
– le groupe « OH-FA » contient tous les acides gras hydroxyle´s dont le nombre de carbones
est supe´rieur a` 9. Ils correspondent aux acides gras souvent pre´sents dans les lipopeptides.
– le groupe «FA » contient tous les acides gras, ainsi que les chaˆınes contenant un groupement
amide et/ou un groupement hydroxyl (dont le nombre de carbones est infe´rieur ou e´gal a`
9)
– le groupe « FAD » contient tous les autres acides gras
Nous avons e´galement regroupe´ les sucres dans un seul groupe, ainsi que les chromophores.
Pour chaque monome`re, nous avons calcule´ le nombre d’occurrences de ce dernier au sein des
six classes principales d’activite´ biologique : antibiotique, immuno-modulatrice, anti-tumorale,
surfactant, toxine et side´rophore. Nous avons normalise´ le nombre d’occurrences de chaque groupe
de monome`res dans le but d’obtenir un nombre total de monome`res e´quivalent au sein de cha-
cune des activite´s. En effet, comme nous l’avons vu dans la section pre´ce´dente, la classe des
antibiotiques est sur-repre´sente´e par rapport aux autres classes. De meˆme, les peptides immuno-
modulateurs et anti-tumoraux sont beaucoup moins repre´sente´s. Nous devons donc normaliser
chaque classe d’activite´ dans le but d’obtenir des chiffres comparables. Apre`s avoir normalise´ le
nombre d’occurrences de chaque monome`re, nous calculons sa fre´quence au sein des diffe´rentes
classes d’activite´. Cela signifie que pour un monome`re donne´, la somme des fre´quences de ce
monome`re au sein des six classes est e´gale a` 1. Nous obtenons donc un fichier contenant, pour
chaque monome`re, la fre´quence au sein des six classes principales d’activite´.
Pour pre´dire l’activite´ biologique d’un peptide, nous calculons la moyenne des fre´quences
de chaque monome`re qui le compose, au sein des six classes d’activite´s. En d’autres termes, la
fre´quence moyenne FM dans la classe C pour un peptide compose´ de n monome`res est de :
FMC =
∑n
i=1 f
C
i
n
Dans le but de rester cohe´rent avec les donne´es de de´part, nous appliquons ensuite un coefficient
correcteur a` chacune des fre´quences moyennes. Il est de 1, 4 pour les antibiotiques, ce qui revient
a` augmenter la fre´quence moyenne obtenue pour cette classe. En effet, les antibiotiques e´tant sur-
repre´sente´s, nous conside´rons que les donne´es sont plus fiables dans cette classe et la privile´gions.
A l’inverse, nous appliquons un coefficient correcteur de 0, 5 aux fre´quences moyennes obtenues
pour les anti-tumoraux et les immuno-modulateurs car ces deux classes contenaient peu de
donne´es au de´part et la normalisation peut biaiser les re´sultats obtenus. Le coefficient correcteur
des surfactants et des toxines est de 1, ce qui signifie que l’on conserve la valeur obtenue. Enfin,
nous appliquons un coefficient correcteur de 0, 75 pour les side´rophores car les effectifs de de´part
e´taient le´ge`rement infe´rieurs a` ceux des surfactants et des toxines. La classe d’activite´ pour
laquelle la fre´quence moyenne est la plus e´leve´e est celle dont le peptide e´tudie´ a la composition
monome´rique la plus proche et, par conse´quent, la classe la plus probable a` laquelle le peptide
e´tudie´ appartient. Dans la suite, lorsque la fre´quence moyenne est infe´rieure ou e´gale a` 0, 16, nous
conside´rons que la pre´diction n’est pas fiable et ne retournons pas de re´sultats (« no prediction »).
Nous avons fixe´ le seuil a` 0, 16 car il repre´sente la fre´quence moyenne pour laquelle un monome`re
est re´parti de fac¸on e´gale dans les six classes d’activite´ (1/6).
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5.7.2 Tests
Nous avons re´alise´ un ensemble de tests en comparant les pre´dictions obtenues avec notre
me´thode et celles obtenues avec les diverses me´thodes d’apprentissage automatiques de Weka
introduite dans la section 5.1. Nous avons re´alise´ ces expe´riences sur trois jeux de donne´es
diffe´rents.
Premier jeu de donne´es
Le premier jeu de donne´es contient des peptides « curated » de Norine ne pre´sentant qu’une
seule activite´. Bien entendu, ces peptides sont retire´s des donne´es utilise´es pour calculer les
fre´quences ou construire le mode`le d’apprentissage. Ce jeu de donne´es contient 32 peptides
re´partis dans les six classes d’activite´.
Tab. 5.5 – Re´sultats obtenus pour la pre´diction de 32 peptides « curated » pre´sentant une seule
activite´
antibiotique anti-tumor immuno sidero surfactant toxin total
18 1 1 4 2 6 32
taux de vrais positifs
notre me´thode 1 1 1 1 1 1 1
zero 0,56 0 0 0 0 0 0,56
BayNet 0,84 0 1 0,75 1 1 0,84
J48 0,84 0 0 1 0,5 1 0,84
IBK 1 1 1 1 1 1 1
SMO 1 1 1 1 1 1 1
taux de faux positifs
notre me´thode 0 0 0 0 0 0 0
zero 0,43 0 0 0 0 0 0,43
BayNet 0,16 1 0 0,25 0 0 0,16
J48 0,16 0 0 0 0,5 0 0,16
IBK 0 0 0 0 0 0 0
SMO 0 0 0 0 0 0 0
taux de pre´dictions correctes
notre me´thode 1 1 1 1 1 1 1
zero 1 0 0 0 0 0 0,56
BayNet 0,89 0 1 0,75 1 0,83 0,84
J48 0,89 0 0 0,75 1 1 0,84
IBK 1 1 1 1 1 1 1
SMO 1 1 1 1 1 1 1
La table 5.5 montre les re´sultats obtenus pour ce jeu de donne´es. Nous pouvons remarquer que
notre me´thode ainsi que la me´thode base´e sur les k-plus proches voisins (IBK) et celle base´e sur les
SVM (SMO) permettent de pre´dire correctement l’activite´ biologique des 32 peptides du test. Au
contraire, la me´thode base´e sur la construction de re`gles de de´cision (zero) classe tous les peptides
dans la classe des antibiotiques (taux de vrais positifs e´gal a` 0 pour les autres classes) ce qui
donne 56% des peptides du test classe´s correctement, correspondant au nombre d’antibiotiques
pre´sents dans le test. La me´thode base´e sur les re´seaux baye´siens (BayNet) ne parvient pas a`
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classer correctement le peptide anti-tumoral et classe correctement 84% des donne´es. La me´thode
base´e sur la construction d’un arbre de de´cision (J48) ne permet pas de classer correctement le
peptide anti-tumoral ni le peptide immuno-modulateur et classe correctement 84% des peptides
du test.
Ce premier jeu de donne´es est issu des donne´es valide´es de Norine. Nous voulons donc que
la me´thode de pre´diction soit capable de classer correctement l’ensemble de ces donne´es. Seules
trois me´thodes, dont la notre, parviennent a` classer correctement l’ensemble des peptides.
Second jeu de donne´es
Dans un second temps, nous avons re´alise´ les meˆmes expe´riences avec un jeu de donne´es
compose´ de 69 peptides pouvant pre´senter plusieurs activite´s. Cela signifie que pour un peptide
du test, diffe´rentes activite´s biologiques sont connues. Par exemple, un peptide peut pre´senter
en meˆme temps une activite´ antibiotique et une activite´ immuno-modulatrice. Lorsque l’activite´
pre´dite correspond a` l’une des activite´s identifie´es pour le peptide, la pre´diction est e´value´e
comme correcte. Les re´sultats obtenus avec le jeu de donne´es contenant 69 peptides « curated »
pouvant pre´senter plusieurs activite´s sont donne´es dans la table 5.6.
Tab. 5.6 – Re´sultats obtenus pour la pre´diction de 69 peptides « curated »
antibiotique anti-tumor immuno sidero surfactant toxin total
54 8 6 8 21 10 69
taux de vrais positifs
notre me´thode 1 1 1 1 1 0,92 0,98
zero 0,78 0 0 0 0 0 0,78
BayNet 0,96 1 0 0,875 1 1 0,96
J48 0,97 0 1 1 0,90 1 0,96
IBK 1 1 1 1 1 0,875 0,98
SMO 0,97 1 1 1 1 1 0,98
taux de faux positifs
notre me´thode 0 0 0 0 0 0,08 0,01
zero 0,22 0 0 0 0 0 0,28
BayNet 0,04 0 0 0,125 0 0 0,03
J48 0,03 0 0 0 0,10 0 0,04
IBK 0 0 0 0 0 0,125 0,01
SMO 0,03 0 0 0 0 0 0,01
taux de pre´dictions correctes
notre me´thode 0,98
zero 0,78
BayNet 0,96
J48 0,96
IBK 0,98
SMO 0,98
Dans cette expe´rience, il nous est impossible de calculer le taux de pre´diction correct pour
chacune des classes car un peptide peut eˆtre dans plusieurs classes et, par conse´quent, nous ne
pouvons pas calculer le nombre de peptides pre´sentant une activite´ donne´e. Nous donnons donc
le taux global de pre´dictions correctes. Nous pouvons remarquer que notre me´thode permet
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de classer correctement 98% des peptides du jeu de donne´es. En d’autres termes, une seule
pre´diction est fausse, avec un peptide classe´ comme toxine alors qu’il n’est pas annote´ comme
tel. Les meˆmes re´sultats sont obtenus avec la me´thode IBK. La me´thode SMO permet e´galement
la classification de 98% des peptides, avec un peptide classe´ a` tort dans les antibiotiques. Nous
pouvons e´galement remarquer que ces trois me´thodes classent des peptides dans chacune des six
classes (taux de vrais positifs diffe´rent de 0). La me´thode zero classe tous les peptides dans la
classe des antibiotiques, ce qui repre´sente 78% des peptides pre´sentant une activite´ antibiotique.
La me´thode BayNet ne classe aucun peptide comme immuno-modulateur et classe correctement
96% des peptides (2 peptides mal classe´s). Enfin, la me´thode J48 ne parvient pas a` pre´dire
correctement deux peptides et ne classe aucun peptide dans la classe des anti-tumoraux.
Dans ce jeu de donne´es, nous voulons que la me´thode de pre´diction soit capable de pre´dire un
maximum de peptides, mais aussi un maximum de classes. Les trois me´thodes (notre me´thode,
IBK et SMO), de´ja` identifie´es comme meilleures avec le jeu de donne´es pre´ce´dent, sont aussi les
meilleures pour ce jeu de donne´es. Notre me´thode pre´sente un avantage supple´mentaire par rap-
port aux deux autres me´thodes. En effet, en observant toutes les fre´quences moyennes obtenues
pour un peptide, et non plus la plus grande, il est souvent possible d’identifier les diffe´rentes ac-
tivite´s pre´sente´es par un meˆme peptide. Par exemple, la surfactine iC15 (NOR00856) est un sur-
factant pre´sentant e´galement une activite´ antibiotique. Les fre´quences moyennes de chaque classe
sont : antibiotique=0,23, anti-tumoral=0,07, immuno-modulateur=0,03, side´rophore=0,03, sur-
factant=0,46 et toxine=0,10. Ce peptide est donc pre´dit surfactant, mais la fre´quence moyenne
obtenue dans la classe antibiotique est e´galement e´leve´e ce qui nous permet de pre´dire ce pep-
tide comme un surfactant pre´sentant e´galement une activite´ antibiotique. Un autre exemple
est celui de [Hap2]didemnin B (NOR00387) annote´ comme pre´sentant des activite´s antibi-
otiques, immuno-modulatrices et anti-tumorales. Les fre´quences moyennes obtenues sont les
suivantes : antibiotique=0,12, anti-tumoral=0,22, immuno-modulateur=0,17, siderophore=0,02,
surfactant=0,07,toxine=0,03. L’activite´ pre´dite sera l’activite´ anti-tumorale, mais les activite´s
antibiotiques et immuno-modulatrices peuvent e´galement eˆtre retenues car elles pre´sentent
e´galement des fre´quences moyennes e´leve´es. Un dernier exemple est celui l’amphibactin I
(NOR00726) qui est un side´rophore et un surfactant. Les fre´quences moyennes obtenues
sont : antibiotique=0,06, anti-tumoral=0,003, immuno-modulateur=0,0, siderophore=0,44, sur-
factant=0,32, toxine=0,05. Le peptide sera donc pre´dit comme side´rophore mais en observant
les fre´quences moyennes, nous pouvons penser qu’il est aussi un surfactant.
Les tests sur ce jeu de donne´es ont permis de montrer la validite´ de notre me´thode ainsi que
son avantage par rapport aux autres me´thodes.
Troisie`me jeu de donne´es
Un dernier test a e´te´ re´alise´ sur l’ensemble des peptides de Norine dont le statut est « puta-
tive » et dont les activite´s sont connues et figurent parmi les six cate´gories principales d’activite´,
c’est-a`-dire 164 peptides. La figure 5.7 montre les re´sultats obtenus avec ce jeu de donne´es.
Nous pouvons noter que dans cette expe´rience, le taux de vrais positifs n’est pas e´gal au taux
de pre´dictions correctes dans le cas de notre me´thode. En effet, avec ce jeu de donne´es, notre
me´thode ne retourne pas de pre´diction pour 17 peptides car la fre´quence moyenne la plus e´leve´e
est infe´rieure a` 0, 16, seuil que nous avons fixe´ au de´part (section me´thode). Ce jeu de donne´es
contient des peptides non-ribosomiaux putatifs et, par conse´quent, il est possible que certains
d’entre eux ne soient pas synthe´tise´s par la voie non-ribosomiale, et peuvent donc fausser les
re´sultats de pre´diction. De plus, cet ensemble de peptides ne pre´sente aucune corre´lation avec les
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Tab. 5.7 – Re´sultats obtenus pour la pre´diction de 164 peptides « putative »
antibiotique anti-tumor immuno sidero surfactant toxin total
87 29 3 1 1 89 164
taux de vrais positifs
notre me´thode 0,73 1 0 0,11 0 0,93 0,73
zero 0,53 0 0 0 0 0 0,53
BayNet 0,5 0 0 0,04 0 0,71 0,44
J48 0,74 0 0 1 0 0,57 0,35
IBK 0,53 1 0 0 0 0,46 0,46
SMO 0,50 1 0 0,07 0 0,9 0,52
taux de faux positifs
notre me´thode 0,27 0 1 0,89 1 0,07 0,27
zero 0,47 0 0 0 0 0 0,47
BayNet 0,5 1 0 0,96 1 0,29 0,56
J48 0,26 0 1 0 1 0,43 0,65
IBK 0,47 0 1 0 1 0,54 0,54
SMO 0,50 0 1 0,93 0 0,1 0,48
taux de pre´dictions correctes
notre me´thode 0,65
zero 0,53
BayNet 0,44
J48 0,35
IBK 0,46
SMO 0,52
donne´es utilise´es pour l’apprentissage ou le calcul des fre´quences, ce qui fait de ce jeu de donne´es
un test robuste. Nous pouvons remarquer que le taux de vrais positifs est e´leve´ avec notre me´thode
(0, 73) et est tre`s supe´rieur a` ceux obtenus avec les diffe´rentes me´thodes d’apprentissage. En effet,
cela signifie que dans 73% des cas ou` notre me´thode pre´dit une activite´, celle-ci est bien l’une
identifie´e pour le peptide. Pour ce jeu de donne´es, les me´thodes d’apprentissage pre´disent de
35 a` 53 % des activite´s correctement. De plus, ce jeu de donne´es contient un side´rophore, or,
nous avons vu dans la section pre´ce´dente que les side´rophores pre´sentent des monome`res tre`s
spe´cifiques. Nous voulons donc que la pre´diction du side´rophore soit correcte, ce qui est le cas
avec notre me´thode, SMO, BayNet et J48.
Ces tests permettent de valider notre me´thode de pre´diction base´e sur la fre´quence des
monome`res au sein des diffe´rentes classes d’activite´s. Nous avons e´galement proce´de´ a` d’autres
validations en utilisant notre me´thode de pre´diction sur des peptides non-ribosomiaux qui ne
sont pas encore inte´gre´s dans Norine.
5.7.3 Exemples de pre´dictions
Dans cette section, nous avons recherche´ des peptides non-ribosomiaux qui ne sont pas encore
inte´gre´s a` Norine, puis nous avons soumis ces peptides a` notre outil de pre´diction d’activite´
dans le but de valider notre me´thode.
Les trichotoxines sont des peptaibols synthe´tise´s par le champignon Trichoderma asperel-
lum et pre´sentant des activite´s antibiotiques [Chutrakul et al., 2008]. Nous avons soumis la tri-
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chotoxine 1704E a` notre outil de pre´diction. Les re´sultats sont les suivants : antibiotique=0,89,
anti-tumoral=0,04, immuno-suppresseur=0,04, siderophore=0,04, surfactant=0,09, toxine=0,06.
D’apre`s la fre´quence moyenne tre`s e´leve´ obtenue pour la classe antibiotique, nous pouvons con-
clure que ce peptide est un antibiotique, ce qui correspond a` l’activite´ mise en e´vidence de
manie`re expe´rimentale.
Les fuscachelines sont des side´rophores synthe´tise´s par les bacte´ries Thermobifida fusca
[Dimise et al., 2008]. Nous avons soumis la fuscacheline A a` notre outil de pre´diction et avons
obtenu les re´sultats suivants : antibiotique=0,37, anti-tumoral=0,06, immuno-modulateur=0,02,
siderophore=0,40, surfactant=0,03, toxine=0,01. D’apre`s ces re´sultats, ce peptide est correcte-
ment pre´dit comme un side´rophore. Nous pouvons e´galement remarquer que ce peptide contient
des monome`res identifie´s au sein des antibiotiques, cependant, nous n’avons trouve´ aucune infor-
mation concernant cette activite´ au sein de la litte´rature, bien que certains side´rophores, comme
par exemple l’asterobactine [Nemoto et al., 2002], pre´sentent une activite´ antibiotique.
La thiocoraline est un peptide synthe´tise´ par les bacte´ries du genre Micromonospora et
connue pour ses proprie´te´s anti-tumorales et antibiotiques [Romero et al., 1997]. Les re´sultats
obtenus sont les suivants : antibiotique=0,55, anti-tumoral=0,06, immuno-modulateur=0,01,
siderophore=0,33, surfactant=0,0, toxine=0,0 Ces re´sultats sont cohe´rents avec l’activite´ an-
tibiotique identifie´e pour ce peptide, cependant, l’activite´ anti-tumorale n’est pas pre´dite.
Les mannopeptimycines sont des glycopeptides antibiotiques synthe´tise´s par la bacte´rie
Streptomyces hygroscopicus [Magarvey et al., 2006]. Les re´sultats obtenus pour l’un des variants
sont : antibiotique=0,83, anti-tumoral=0,03, immuno-modulateur=0,01, siderophore=0,08, sur-
factant=0,03, toxine=0,06. Ces re´sultats sont cohe´rents avec l’activite´ biologique des mannopep-
timycines.
La glidobactine est un peptide pre´sentant des activite´s antiobiotiques et anti-tumorales
synthe´tise´ par les bacte´ries Polyangium brachysporum [Schellenberg et al., 2007]. Ce pep-
tide est compose´ d’un acide gras, une thre´onine, une hydroxylysine et l’acide 2-amino pen-
teno¨ıque. Les re´sultats obtenus sont les suivants : antibiotique=0,17, anti-tumoral=0,06, immuno-
modulateur=0,04, siderophore=0,19, surfactant=0,29, toxine=0,11. La pre´diction effectue´e pour
ce peptide est fausse puisqu’elle le pre´dit surfactant. Cela s’explique par le fait que le peptide
est petit (seulement quatre monome`res) et que l’un des monome`re n’est pas inclus dans Norine
(hydroxylysine) et n’est donc pas prise en compte. La pre´diction se fait donc sur seulement trois
monome`res, ce qui rend la taˆche difficile.
Dans cette section, nous avons recherche´ des peptides non-ribosomiaux « curated » qui ne sont
pas encore inte´gre´s dansNorine afin de valider notre me´thode de pre´diction d’activite´ biologique.
Comme le montrent ces re´sultats, notre me´thode permet de pre´dire correctement, dans la plupart
des cas, l’activite´ biologique d’un peptide non-ribosomial. Cependant, pour obtenir une pre´diction
correcte, un nombre suffisant de monome`res inclus dans Norine sont ne´cessaires. Les peptides
traite´s ici seront prochainement ajoute´s a` Norine.
Dans ce chapitre, nous avons re´alise´ un ensemble d’analyses statistiques sur les donne´es
contenues dans Norine. Ces analyses sont les premie`res a` traiter un nombre aussi important
de peptides non-ribosomiaux et de monome`res. Elles nous ont permis de mettre en e´vidence
des diffe´rences, de composition monome´rique et de taille, entre les peptides synthe´tise´s par les
121
Chapitre 5. Statistiques sur la base de donne´es
bacte´ries et ceux synthe´tise´s par les champignons. Nous avons e´galement montre´ que la composi-
tion en monome`res des peptides isole´s chez les me´tazoaires, notamment des e´ponges, est similaire
a` celle des peptides synthe´tise´s par les bacte´ries, ce qui est cohe´rent avec l’hypothe`se selon laquelle
les peptides isole´s chez les me´tazoaires sont en fait synthe´tise´s par des bacte´ries symbiotiques.
Enfin, les expe´riences ont montre´ que la composition monome´rique peut eˆtre spe´cifique d’une
activite´ biologique. Cela nous a conduit a` l’e´laboration d’un outil aidant a` la pre´diction de l’ac-
tivite´ biologique a` partir de la composition en monome`res. Cet outil permet d’identifier l’activite´
potentielle d’un peptide e´tudie´ et ainsi orienter les validations expe´rimentales a` entreprendre.
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Analyse de peptides non-ribosomiaux
putatifs dans les ge´nomes
De nombreuses e´tudes portent sur la de´couverte de mole´cules bioactives synthe´tise´es par la
voie non-ribosomiale. Dans ces e´tudes, le protocole consiste tout d’abord a` identifier un cluster
de ge`nes codant potentiellement des synthe´tases NRPS, puis pre´dire le peptide produit. En-
suite, les expe´riences biologiques confirment ou non la production de ce peptide, sa structure
et sa fonction biologique (pour des exemples re´cents, voir [Challis, 2008, Tobiasen et al., 2007,
de Bruijn et al., 2007]).
Dans cette section, nous avons suivi une de´marche comparable, allant de la recherche de
ge`nes NRPS putatifs jusqu’a` la pre´diction du produit final, puis nous avons utilise´ les divers
outils de Norine pour mettre en e´vidence des caracte´ristiques biologiques des peptides pre´dits.
Norine nous a permis d’identifier tre`s rapidement certaines caracte´ristiques tre`s inte´ressantes qui
peuvent orienter les expe´riences biologiques de l’e´tape suivante. Apre`s avoir introduit le protocole
ge´ne´ral, nous donnerons quelques exemples pour lesquels Norine nous a aide´ a` de´terminer des
caracte´ristiques biologiques inte´ressantes pour des peptides putatifs chez Lactococcus lactis et
Pseudomonas entomophila.
6.1 Protocole ge´ne´ral
La premie`re e´tape est l’identification de ge`nes NRPS putatifs. Pour ce faire, nous recher-
chons au sein de ge´nomes dont la se´quence comple`te est disponible dans les banques
EMBL/Genbank/DDBJ, des ge`nes codant potentiellement des synthe´tases NRPS soit par
diffe´rents mots-cle´s (par exemple « non-ribosomal », « NRPS » ou encore « adenylation »), soit
en recherchant graˆce a` BLAST, les re´gions des ge´nomes pre´sentant des similarite´s avec une
synthe´tase connue. En e´tudiant l’environnement d’un ge`ne, nous identifions les autres ge`nes
pouvant appartenir au cluster. Une fois le cluster de ge`nes identifie´, nous stockons les se´quences
prote´iques correspondantes pour chacun des ge`nes du cluster.
La seconde e´tape est la pre´diction du peptide synthe´tise´ a` partir de la se´quence prote´ique de la
synthe´tase. Nous utilisons les diffe´rents logiciels de pre´diction pre´sente´s dans la section 2.2 : NRP-
Spredictor, PKS/NRPS analysis Web site (AWS) et NRPS/PKS. A partir des re´sultats obtenus
avec ces trois logiciels, nous de´duisons la structure des synthe´tases (c’est-a`-dire les modules et
les domaines qui la composent) ainsi que le peptide putatif le plus probable, en inte´grant les con-
naissances sur les domaines pre´sents. En effet, les logiciels de pre´diction donnent les monome`res
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se´lectionne´s par les domaines d’ade´nylation, mais il faut ajouter les modifications apporte´es par
les domaines secondaires, comme par exemple le domaine d’e´pime´risation qui donnera la forme
D du monome`re dans le produit final.
Une fois le peptide putatif obtenu, nous utilisons Norine pour mettre en e´vidence des car-
acte´ristiques biologiques pour ce peptide. Tout d’abord, nous recherchons la structure au sein de
Norine afin de savoir si le peptide a de´ja` e´te´ identifie´. Ensuite, nous recherchons les peptides
pre´sentant une composition en monome`res proche de celle du peptide putatif, en augmentant
progressivement le nombre d’erreurs possibles. Nous recherchons ensuite la structure ou une
sous-structure commune entre le peptide e´tudie´ et les peptides de la base de donne´es, a` l’aide
de la recherche de motifs. La recherche de peptides similaires nous permet ensuite d’identifier
des peptides pre´sentant des caracte´ristiques (composition monome´rique et structure) proches du
peptide e´tudie´. Enfin, nous utilisons notre outil d’aide a` la pre´diction de l’activite´ biologique pour
identifier l’activite´ potentielle du peptide d’inte´reˆt. Nous pouvons ainsi comparer les informations
obtenues a` l’aide des diffe´rents logiciels afin d’ame´liorer la qualite´ de nos pre´dictions.
6.2 Analyse du ge´nome de Lactococcus lactis
Chez Lactococcus lactis, aucun cluster de ge`nes codant des synthe´tases dont le produit est
connu n’a e´te´ identifie´. Dans l’article [Siezen et al., 2008], les auteurs comparent les ge´nomes de
diffe´rentes souches de L. lactis disponibles dans les banques de donne´es, ainsi que des se´quences
ge´nomiques de deux autres souches, L. lactis KF147 et L. lactis KF282, qu’ils ont se´quence´s. Ils
ont mis en e´vidence des ge`nes codant potentiellement des synthe´tases NRPS au sein des deux
souches KF147 et KF282. Ils ont re´alise´ une e´tude pre´liminaire sur ces se´quences. Elles pre´sentent
une forte homologie avec des synthe´tases de Bacillus (jusqu’a` 40% d’homologie) qui produisent
de la bacitracine (un antibiotique), la bacillibactine (un side´rophore) et la bacillomycine (un
lipopeptide antibiotique et surfactant). Ils ont e´galement identifie´ un cluster de 5 ge`nes qui code
pour un syste`me de transport de type ABC, pre´sentant une forte homologie avec le syste`me de
B. subtilis implique´ dans le transport de l’ente´robactine et de la bacillibactine. L’homologie de
se´quence avec la synthe´tase d’un side´rophore ainsi que la pre´sence d’un cluster pour le syste`me de
transport ABC ame`nent les auteurs a` la conclusion que le peptide synthe´tise´ par le cluster NRPS
est certainement un side´rophore. Cependant, il est couramment admis que chez les Lactococcus, il
n’y a pas de side´rophores [Pandey et al., 1994], par conse´quent, l’hypothe`se d’un side´rophore est
peu probable. Ils pre´cisent e´galement que le peptide produit peut e´galement eˆtre un lipopeptide
surfactant, sans avancer aucun argument supple´mentaire.
Les se´quences du cluster NRPS e´tudie´ dans cet article ne sont malheureusement pas
disponibles. Cependant, nous avons obtenu par les auteurs de l’article la pre´diction partielle du
peptide produit qui est la suivante : Leu D-Leu Asp D-Asn D-Asp. Graˆce a` des recherches dans
Norine, nous avons pu e´tudier ce peptide partiel. Les surfactines pre´sentent une sous-structure
commune de 3 monome`res avec la structure de de´part. Les surfactines sont des lipopeptides
antibiotiques et des surfactants. Trois peptides, l’amphisine, l’arthrofactine et la lokisine, ont 4
monome`res en commun avec les 5 monome`res de la structure e´tudie´e. Ces trois peptides sont
des lipopeptides antibiotiques et des surfactants. Notre outil de pre´diction d’activite´ biologique
fournit les re´sultats suivants : antibiotique=0,24, anti-tumoral=0,05, immuno-modulateur=0,02,
siderophore=0,04, surfactant=0,48, toxine=0,16. D’apre`s ces re´sultats, le peptide serait un sur-
factant et un antibiotique. Tous les re´sultats obtenus a` l’aide de Norine aboutissent a` la con-
clusion que le peptide produit par le cluster n’est probablement pas un side´rophore, mais plutoˆt
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un surfactant pre´sentant des activite´s antibiotiques.
Dans cette section, nous avons analyse´ un peptide putatif partiel. Dans l’article correspon-
dant, les auteurs concluent que ce peptide est certainement un side´rophore, sur base de l’homolo-
gie de se´quences, bien que les Lactococcus ne soient pas connus pour synthe´tiser des side´rophores.
D’apre`s les re´sultats obtenus avec les divers outils de Norine, nous sommes parvenus a` la conclu-
sion que ce peptide est probablement un antibiotique et un surfactant, plutoˆt qu’un side´rophore,
ce qui semble plus cohe´rent avec les caracte´ristiques des Lactococcus. Cet exemple montre donc
qu’il est difficile de pre´dire la fonction d’un peptide, uniquement a` partir de l’analyse de la
se´quence des synthe´tases. En effet, des se´quences e´loigne´es peuvent conduire a` la synthe`se de
peptides similaires et inversement, des se´quences similaires peuvent conduire a` la synthe`se de
peptides diffe´rents. En effet, les auteurs ont identifie´ trois synthe´tases de B. subtilis pre´sentant
une forte homologie avec leur se´quence. Ces trois synthe´tases produisent des peptides pre´sentant
des caracte´ristiques tre`s diffe´rentes (un side´rophore et deux antibiotiques dont un surfactant), ce
qui prouve que des se´quences de synthe´tases similaires ne produisent pas force´ment des peptides
similaires. De plus, dans l’article de Stachelhaus et al. [Stachelhaus et al., 1999] de´crit dans la
section 2.2.2, les auteurs ont constate´ que les se´quences des domaines d’ade´nylation se regroupent
en fonction de l’espe`ce et non de la spe´cificite´ des domaines. Nous avons donc de´montre´ a` travers
cet exemple, l’utilite´ de Norine pour l’analyse d’un peptide putatif.
6.3 Analyse du ge´nome de Pseudomonas entomophila
Nous avons recherche´ au sein de UniprotKB des synthe´tases putatives et en avons identifie´
deux (Q1I964 et Q1I963) chez Pseudomonas entomophila. Nous avons donc de´cide´ d’e´tudier ce
ge´nome en de´tail. Le ge´nome de Pseudomonas entomophila a e´te´ se´quence´ [Vodovar et al., 2006]
(GenBank CT573326) et des ge`nes putatifs codant des NRPS ont e´te´ pre´dits. Nous avons e´tudie´
ce ge´nome et avons identifie´ quatre clusters de ge`nes codant potentiellement des synthe´tases
NRPS, que nous avons analyse´s.
6.3.1 Cluster 1
Le premier cluster identifie´ est compose´ de trois ge`nes situe´s sur le brin sens aux loci
PSEEN2716, PSEEN2717 et PSEEN2718. Les ge`nes situe´s aux loci PSEEN2716 et PSEEN 2717
sont annote´s comme non-ribosomal peptide synthetase et le ge`ne situe´ au locus PSEEN2718
est annote´ comme polyketide synthase (terminal component). Nous avons obtenu les se´quences
prote´iques correspondant a` ces trois ge`nes et avons utilise´ les logiciels pour pre´dire l’organisation
des synthe´tases et le peptide produit (figure 6.1).
D’apre`s les re´sultats obtenus, le produit final est un hybride NRPS/PKS et contient au
moins 6 monome`res. Nous pouvons noter la pre´sence d’un domaine de cyclisation (Cy) qui
forme un groupement thiazole (Thz) par he´te´rocyclisation d’une cyste´ine. Des domaines Cy
sont identifie´s dans les synthe´tases de side´rophores (pyoverdines, pyocheline), d’anti-tumoraux
(e´pothilone, ble´omycines) ou encore de toxines (curacine A). La structure pre´dite a` l’aide de
l’analyse des synthe´tases est la suivante : Arg Pro-Thz X Ile Pro. Aucun peptide de Norine ne
pre´sente la meˆme structure. Toutefois, un peptide cyclique posse´dant une structure tre`s proche
([Phe Pro-Thz Phe MeOx-Ile Pro]), la ceratospongamide (NOR00578), a e´te´ identifie´. La cer-
atospongamide est un peptide « putative » anti-inflammatoire isole´ a` partir d’une algue vivant
en symbiose avec une e´ponge [Tan et al., 2000] et est hypothe´tiquement synthe´tise´ par la voie
non-ribosomiale [Deng and Taunton, 2002]. Les re´sultats obtenus pour la pre´diction de l’activite´
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Fig. 6.1 – Pre´diction du peptide synthe´tise´ par le cluster 1. NP=Gly,Ala,Val,Leu,Ile,Abu,Iva ;
NPs=Val,Leu,Ile,Abu,Iva ; AOL=Arg,Orn,Lys
biologique sont les suivants : antibiotique=0,12, anti-tumoral=0,06, immuno-modulateur=0,03,
siderophore=0,0, surfactant=0,14, toxine : 0,30. La composition du peptide pre´dit est proche
de celle des toxines. Ce cluster de trois ge`nes a e´galement e´te´ identifie´ chez Pseudomonas sy-
ringae pv. phaseolicola 1448A (PSPPH1749-1751) [Joardar et al., 2005], mais aussi chez Pseu-
domonas fluorescens Pfo-1 et chez Pseudomonas syringae pv. syringae B728a (Psyr1792–1794)
[Feil et al., 2005]. Cependant, le produit synthe´tise´ par ce cluster n’est toujours pas identifie´.
Dans l’article concernant P. entomophila, ce cluster est annote´ comme produisant un lipopep-
tide (lipopeptide III), ce qui n’est pas cohe´rent avec l’analyse que nous avons effectue´e, ni avec
l’organisation des synthe´tases (absence de domaine de condensation au sein du premier module,
souvent caracte´ristique de la synthe`se d’un lipopeptide et pre´sence d’un domaine Cy).
6.3.2 Cluster 2
Le second cluster contient trois ge`nes annote´s non-ribosomal peptide synthetase et situe´s aux
loci PSEEN2149, PSEEN2150 et PSEEN2154, ainsi qu’un ge`ne annote´ polyketide synthase situe´
au locus PSEEN2153 et un ge`ne annote´ thioesterase au locus PSEEN2139. Tous les ge`nes sont
situe´s sur le brin anti-sens. Graˆce aux se´quences prote´iques correspondantes, nous avons pre´dit
l’organisation des synthe´tases et le peptide produit (figure 6.2).
D’apre`s les re´sultats obtenus, le peptide synthe´tise´ par le cluster 2 aurait la structure suiv-
ante : Gly Thr Ile X Glu. Cette structure n’est pas pre´sente dans Norine mais 26 peptides
pre´sentent une structure commune de 3 monome`res avec la structure e´tudie´e. La plupart de ces
peptides sont des lipopeptides antibiotiques (surfactines, syringafactines, A54145, putisolvines).
Trois peptides (A54145 A, A54145 A1 et A54145 D) contiennent les 4 monome`res pre´dits (Gly,
Thr, Ile et Glu). Ces trois peptides sont des lipopeptides antibiotiques. La pre´diction de l’ac-
tivite´ biologique donne les re´sultats suivants : antibiotique=0,22, anti-tumoral=0,09, immuno-
modulateur=0,04, siderophore=0,14, surfactant=0,29, toxine=0,07. D’apre`s les re´sultats, le pep-
tide produit serait un surfactant et un antibiotique, ce qui est cohe´rent avec les re´sultats
pre´ce´dents. Dans l’article concernant P. entomophila, ce cluster est pre´sente´ comme permettant
la synthe`se d’un lipopeptide (lipopeptide II), pas encore caracte´rise´. Tous les re´sultats obtenus
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Fig. 6.2 – Pre´diction du peptide synthe´tise´ par le cluster 2. NP=Gly,Ala,Val,Leu,Ile,Abu,Iva ;
NPs=Val,Leu,Ile,Abu,Iva
semblent confirmer la synthe`se d’un lipopeptide, certainement antibiotique, par le cluster 2.
6.3.3 Cluster 3
Le troisie`me cluster identifie´ contient deux ge`nes situe´s aux loci PSEEN3044 et PSEEN3045.
Ces ge`nes sont situe´s sur le brin anti-sens. La prote´ine code´e par le ge`ne du locus PSEEN3044
est annote´e comme non-ribosomal peptide synthetase, terminal component et celle code´e par le
locus PSEEN3045 est annote´e comme non ribosomal peptide synthetase. Nous avons re´cupe´re´ les
se´quences prote´iques correspondantes et les avons utilise´es pour pre´dire le peptide synthe´tise´ par
ce cluster (figure 6.3).
D’apre`s les re´sultats de pre´diction obtenus, la premie`re synthe´tase contient 8 mod-
ules et la seconde en contient 4, conduisant a` la synthe`se d’un peptide compose´ de 12
monome`res. Nous pouvons noter l’existence de deux domaines de thioeste´rase (Te). Deux
domaines Te en tandem sont observe´s au sein des synthe´tases codant des peptides cy-
cliques comme par exemple l’arthrofactine [Roongsawang et al., 2003]. Nous pouvons donc
penser que notre peptide contient un cycle. La se´quence consensus du peptide produit est :
X Val Leu X Val Leu X Ser Val Leu Ser Leu/Ile. Le peptide produit par le cluster 3 n’est pas
dans Norine. En recherchant le motif correspondant a` la partie produite par la seconde prote´ine,
c’est-a`-dire Val Leu Ser Ile/Leu, nous obtenons un peptide contenant ce motif, la putisolvine I.
La putisolvine I (NOR00361) est un lipopeptide produit par Pseudomonas putida et est un sur-
factant antibiotique. En utilisant le clustering de niveau 1, les peptides les plus similaires obtenus
sont donne´s dans la table 6.1.
Nous pouvons noter que tous les peptides similaires au peptide e´tudie´ sont des lipopep-
tides antibiotiques et des surfactants. De plus, tous ces peptides sont produits par des bacte´ries
du genre Pseudomonas, genre auquel l’organisme e´tudie´ appartient e´galement. Nous avons en-
suite recherche´ dans Norine, les peptides pre´sentant une composition monome´rique proche de
celle de notre peptide. Les putisolvines I et II contiennent 7 monome`res (sur les 9 pre´dits) en
commun avec ceux de notre peptide. Les putisolvines contiennent 12 monome`res et un acide
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Fig. 6.3 – Pre´diction du peptide synthe´tise´ par le cluster 3. NP=Gly,Ala,Val,Leu,Ile,Abu,Iva ;
NPs=Val,Leu,Ile,Abu,Iva ; AOH=Ser,Thr,Dht,Dhpg,Hpg,Dpg
Tab. 6.1 – Recherche des peptides similaires avec le clustering de niveau 1
nom type activite´(s) organisme producteur
WLIP lipopeptide antibiotique, surfactant Pseudomonas reactans
massetolide F lipopeptide antibiotique, surfactant Pseudomonas sp.
massetolide E lipopeptide antibiotique, surfactant Pseudomonas sp.
viscosin lipopeptide antibiotique, surfactant Pseudomonas fluorescens
massetolide G lipopeptide antibiotique, surfactant Pseudomonas Sp.
massetolide H lipopeptide antibiotique, surfactant Pseudomonas Sp.
viscosinamide lipopeptide antibiotique, surfactant Pseudomonas fluorescens
putisolvin III lipopeptide antibiotique, surfactant Pseudomonas putida
putisolvin II lipopeptide antibiotique, surfactant Pseudomonas putida
putisolvin I lipopeptide antibiotique, surfactant Pseudomonas putida
gras et pre´sentent un cycle forme´ par le groupement hydroxyl de l’une des se´rines. Le pep-
tide e´tudie´ contient e´galement une se´rine qui pourrait permettre l’obtention d’un cycle. En-
fin, l’outil de pre´diction d’activite´ biologique fournit les re´sultats suivants : antibiotique=0,22,
anti-tumoral=0,06, immuno-modulateur=0,06, siderophore=0,11, surfactant=0,28, toxine=0,15.
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D’apre`s les re´sultats obtenus, le peptide serait surfactant et tre`s certainement antibiotique.
Toutes les expe´riences mene´es graˆce a` Norine convergent et nous conduisent a` conclure que
le peptide putatif synthe´tise´ par le cluster 3 est tre`s certainement un lipopeptide antibiotique
et un surfactant. L’hypothe`se du lipopeptide est renforce´e par la pre´sence d’un domaine de
condensation sur le premier module. En effet, ce domaine permet de lier l’acide gras a` la par-
tie peptidique. De plus, les bacte´ries du genre Pseudomonas sont connues pour synthe´tiser des
lipopeptides cycliques [Raaijmakers et al., 2006].
Dans l’article concernant P. entomophila, ce cluster est annote´ comme produisant un lipopep-
tide (lipopeptide I). Cependant, les auteurs ajoutent a` ce cluster deux ge`nes putatifs codant
des synthe´tases NRPS (PSEEN0132 et PSEEN 3332). Selon eux, le ge`ne PSEEN0132 coderait
la synthe´tase du module d’initiation (domaines A et domaine T), qui manque a` ce cluster.
Cependant, comme nous l’avons vu pre´ce´demment, le module d’initiation des synthe´tases des
lipopeptides, contient ge´ne´ralement un domaine de condensation (C) en premie`re position pour
lier l’acide gras a` la chaˆıne peptidique. Nous pensons donc que ce ge`ne ne fait pas partie du
cluster. Ils ajoutent e´galement le ge`ne PSEEN3332 au cluster car son homologue a e´te´ identifie´
au sein d’un cluster de P. fluorescens Pf-5 contenant e´galement les homologues de PSEEN3044
et PSEEN3045 (qui serait duplique´). Cependant, ce ge`ne est tre`s e´loigne´ des deux autres ge`nes
chez P. entomophila et nous pensons que les deux ge`nes identifie´s (PSEEN3044 et PSEEN3045)
suffisent a` la synthe`se du lipopeptide.
6.3.4 Cluster 4
Nous avons identifie´ un autre cluster de ge`nes putatifs codant des NRPS, situe´ sur le brin
anti-sens. Le cluster 4 contient 6 ge`nes situe´s entre le locus PSEEN3229 et le locus PSEEN3234.
Parmi ces ge`nes, le premier est annote´ « peptide synthase » (PSEEN3229), 4 sont annote´s comme
« pyoverdine sidechain peptide synthetase » et le dernier est annote´ « SyrP protein » . D’apre`s
les annotations, le peptide produit par ce cluster serait donc une pyoverdine. Les pyoverdines
sont des side´rophores produits par le genre Pseudomonas. Les side´rophores sont des mole´cules
synthe´tise´es lors d’une carence en fer et qui permettent la che´lation du fer. Cependant, ces
annotations sont obtenues a` partir d’homologies de se´quences avec le ge´nome de Pseudomonas
fluorescens et, par conse´quent, nous conside´rons dans un premier temps que le peptide produit
est inconnu. Nous avons donc re´cupe´re´ les se´quences prote´iques correspondant aux ge`nes NRPS
putatifs et effectue´ la pre´diction du peptide produit a` l’aide des trois logiciels (figure 6.4).
D’apre`s les re´sultats obtenus, le peptide produit contiendrait 10 monome`res, dont au
moins 3 sous la forme D car 3 domaines d’e´pime´risation sont pre´dits au sein des diffe´rentes
synthe´tases. D’apre`s les re´sultats obtenus, la structure pre´dite est la suivante : D-Ala X X D-
Asp Gly Gly Ser Thr D-Ser X. Ce peptide n’est pas pre´sent dans Norine. La pyoverdine 1.2
(NOR00180) montre une sous-structure commune de 4 monome`res avec notre peptide. Lorsque la
structure est e´tendue aux monome`res et leurs de´rive´s, c’est-a`-dire que chaque monome`re remplace
M par le monome`re ∗M , deux pyoverdines (GM et 51W) pre´sentent une sous-structure commune
de 6 monome`res avec le peptide e´tudie´. Dans le peptide pre´dit, un motif particulier compose´ de
deux Glycines apparaˆıt. Ce motif est pre´sent uniquement dans 5 pyoverdines et aucun autre
peptide de Norine. Les quatre peptides les plus similaires (sans clustering) sont e´galement 4 py-
overdines. La pre´diction de l’activite´ biologique fournit les re´sultats suivants : antibiotique=0,15,
anti-tumoral=0,06, immuno-modulateur=0,04, siderophore=0,26, surfactant=0,12, toxin=0,18.
Le peptide putatif est donc pre´dit side´rophore, ce qui est cohe´rent avec la fonction des py-
overdines. Les recherches effectue´es dans Norine confirment le fait que le cluster 4 permettrait
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la production d’une pyoverdine. Cependant, la structure de cette pyoverdine ne correspond a`
aucune des structures des pyoverdines de´ja` identifie´es. Nous avons donc de´cide´ d’approfondir
notre e´tude, en recherchant au sein du ge´nome tous les ge`nes implique´s dans la synthe`se des py-
overdines. Tout d’abord, nous avons recherche´ les ge`nes codant les synthe´tases implique´es dans
la synthe`se du chromophore. En effet, il a e´te´ montre´ qu’une synthe´tase, tre`s conserve´e au sein
des diffe´rentes espe`ces, est implique´e dans la synthe`se du chromophore [Mossialos et al., 2002].
Cette synthe´tase contient trois modules qui se´lectionnent l’acide glutamique (Glu), la tyrosine
(Tyr) et l’acide 2,4-diaminobutyrique. Nous avons recherche´ les se´quences nucle´iques similaires
a` pvdL, le ge`ne codant la synthe´tase responsable de la synthe`se du chromophore chez Pseu-
domonas aeruginosa, au sein du ge´nome de P. entomophila avec BLAST. Le ge`ne situe´ au locus
PSEEN1815 pre´sente une grande similarite´ avec pvdL. Nous avons donc soumis la se´quence
prote´ique de PSEEN1815 aux logiciels de pre´diction et avons obtenu 3 modules pre´dits incor-
porant les monome`res attendus. Nous pouvons donc conclure que le ge`ne du locus PSEEN1815
code la synthe´tase responsable de la synthe`se du chromophore de la pyoverdine.
A part les ge`nes codant les synthe´tases, de nombreux autres ge`nes, re´partis sur la to-
talite´ du ge´nome, interviennent dans la synthe`se, la re´gulation et le transport des pyoverdines.
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Fig. 6.5 – Organisation des clusters des ge`nes de la pyoverdine chez diffe´rentes espe`ces de Pseu-
domonas. Les ge`nes homologues apparaissent dans la meˆme couleur. Ce sche´ma est base´ sur celui
de J. Ravel et P. Cornelis [Ravel and Cornelis, 2003].
L’organisation de ces ge`nes est tre`s diffe´rente d’une espe`ce a` l’autre. J. Ravel et P. Cornelis
[Ravel and Cornelis, 2003] ont e´tudie´ l’organisation de ces ge`nes au sein de diffe´rentes espe`ces
de Pseudomonas synthe´tisant des pyoverdines. A partir des re´sultats de cet article, nous avons
recherche´ les diffe´rents ge`nes implique´s dans la synthe`se de la pyoverdine potentielle dans le
ge´nome de P. entomophila. L’organisation obtenue pour les ge`nes, ainsi que celles des clusters
identifie´s chez les autres espe`ces, est donne´e dans la figure 6.5 et est base´e sur le sche´ma de J.
Ravel et P. Cornelis [Ravel and Cornelis, 2003].
Cette figure montre que l’organisation des clusters de la pyoverdine est tre`s diffe´rente d’une
espe`ce a` l’autre. Le cluster de P. entomophila posse`de une organisation qui lui est propre et
qui confirme l’hypothe`se de la production d’une nouvelle pyoverdine par P. entomophila. En
effet, seul le cluster de P. entomophila contient 5 ge`nes NRPS potentiellement implique´s dans
la synthe`se de la partie peptidique de la pyoverdine, ce qui sugge`re la synthe`se d’une nouvelle
pyoverdine. Cependant, le cluster identifie´ chez P. entomophila contient un grand nombre de
ge`nes homologues avec les autres clusters identifie´s au sein des autres espe`ces de Pseudomonas.
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Dans un article tre`s re´cent [Matthijs et al., 2009], les auteurs ont e´tudie´ les side´rophores
de P. entomophila L48, dont la pyoverdine produite par le cluster 4. Ils ont montre´ que le
cluster implique´ dans la synthe`se de la pyoverdine contient 28 ge`nes distribue´s sur trois loci
diffe´rents du ge´nome (cf. figure 6.5). Ils ont ensuite de´termine´ la structure de la pyoverdine par
une analyse de masse. La partie peptidique de la pyoverdine produite par P. entomophila contient
les 10 re´sidus suivants : Ala Asn Dab OH-His Gly Gly Ala Thr Ser cOH-Orn, avec cOH-Orn
pour la cyclo-hydroxy-ornithine. La partie peptidique que nous avons pre´dite, c’est-a`-dire D-
Ala X X D-Asp Gly Gly Ser Thr D-Ser X, est tre`s similaire a` celle identifie´e expe´rimentalement
dans cet article. En effet, cinq monome`res ont e´te´ pre´dits correctement (Ala, Gly, Gly, Thr et
Ser) et seulement deux monome`res sont incorrects, l’acide aspartique qui est en fait une hydroxy-
histidine et la premie`re se´rine qui est une alanine. Ces expe´riences confirment donc la synthe`se
d’une nouvelle pyoverdine par P. entomophila.
Lorsque nous avons e´tudie´ ce cluster, l’article [Matthijs et al., 2009] n’e´tait pas encore paru,
aucune donne´e expe´rimentale sur la production de pyoverdine par P. entomophila n’e´tait alors
disponible. Nous avons donc valide´ expe´rimentalement la synthe`se d’une nouvelle pyoverdine par
cette souche.
6.4 Validations expe´rimentales
Les bacte´ries du genre Pseudomonas sont des bacilles ae´robies a` Gram ne´gatif. Elles sont
ge´ne´ralement mobiles graˆce a` des flagelles polaires. Ce genre contient plus d’une centaine
d’espe`ces ubiquitaires, largement re´pandues et vivant dans le sol et l’eau. Certaines espe`ces
de Pseudomonas sont des pathoge`nes des plantes, principalement P. syringae [Kim et al., 2008],
ou de l’homme et l’animal, principalement P. aeruginosa [Morrison and Wenzel, 1984]. La figure
6.6 montre des bacte´ries P. aeruginosa visualise´es au microscope e´lectronique a` balayage.
L’espe`ce P. entomophila a e´te´ isole´e pour la premie`re fois a` partir d’espe`ces de Drosophila
melanogaster, insecte e´galement appele´ mouche du vinaigre [Vodovar et al., 2005]. Une fois
inge´re´e, elle cause la mort des adultes et des larves. Elle est hautement pathoge`ne et cause
la mort de 70% des larves en moins de 24 heures. Le ge´nome de la souche de P. entomophila L48
a e´te´ se´quence´ en 2006 [Vodovar et al., 2006].
Le fer est indispensable dans de nombreux processus tels que la synthe`se de l’ADN ou la res-
piration. Malgre´ le fait qu’il soit l’e´le´ment le plus abondant sur la plane`te, la disponibilite´ du fer
dans certains environnements comme le sol ou la mer est limite´e par la faible solubilite´ des ions
Fe3+. Les micro-organismes synthe´tisent des side´rophores pour re´cupe´rer le fer par la formation
de complexes d’ions Fe3+ solubles qui sont ensuite capte´s par des me´canismes de transport ac-
tif. L’e´tude de la synthe`se des side´rophores pre´sente un inte´reˆt me´dical puisqu’en inhibant leur
synthe`se, la croissance des micro-organismes est e´galement inhibe´e. Les micro-organismes pro-
duisent des side´rophores spe´cifiques ce qui permettrait le de´veloppement d’antibiotiques cible´s.
Les pyoverdines sont des side´rophores qui posse`dent un chromophore, qui rend ces mole´cules
fluorescentes, une chaˆıne late´rale, ge´ne´ralement un acide dicarboxylique ou une amide et une
chaˆıne peptidique variable, spe´cifique a` une souche productrice [Ravel and Cornelis, 2003]. Le
chromophore et la chaˆıne peptidique sont synthe´tise´s par la voie non-ribosomiale. Ce sont des
pigments de couleur vert-jaune. La pre´sence de pyoverdine est mise en e´vidence par culture sur
milieu King B, qui est limite´ en fer et permet donc la production de side´rophores. Plus de 60
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Fig. 6.6 – Bacte´ries Pseudomonas aeruginosa visualise´es au microscope e´lectronique a` balayage.
Image provenant du site Public Health Image Library.
pyoverdines, pre´sentant des structures tre`s diverses, ont e´te´ identifie´es au sein de diffe´rentes
espe`ces de Pseudomonas [Budzikiewicz, 2004]. Norine re´pertorie 57 pyoverdines, la structure
de certaines pyoverdines n’e´tant encore que partielle. Les pyoverdines montrent un spectre d’ab-
sorption caracte´ristique, avec un pic a` 400 nm (pH 7) [MEYER and ABDALLAH, 1978].
6.4.1 Mate´riels et me´thodes
Souches et milieux de culture
La Souche P. entomophila L48 nous a gentiment e´te´ envoye´e par Fre´de´ric Boccard (Gif-
sur-Yvette, France) et la souche P. aeuginosa 7NSK2 nous a gracieusement e´te´ envoye´e par
Monica Ho¨fte (Universite´ de Gand, Belgique). Les souches isole´es sur milieu King B (Biokar)
sont incube´es a` 30˚C pendant 24 heures. Le milieu King B permet la production de side´rophores,
dont les pyoverdines. Pour la production de pyoverdine, les souches sont cultive´es dans du milieu
CAA (casaminoacides 5g/L ; K2HPO4 0,9g/L ; MgSO4 0,25g/L) ste´rilise´ par autoclavage a`
120˚C pendant 20 minutes. Toute la vaisselle est de´barrasse´e des traces de fer par traitement a`
l’acide nitrique 10% pendant au moins 2 heures et abondamment rince´e par de l’eau ultra pure.
De´tection des pyoverdines
Les e´chantillons (boˆıtes King B ou surnageant de culture en milieu CAA) peuvent eˆtre place´s
sous UV pour eˆtre photographie´s. La production des pyoverdines est suivie par mesure de l’ab-
sorbance a` 400 nm (Spectrophotome`tre Uvikon-Kontron instrument) apre`s dilution dans du
tampon phosphate de sodium 50 mM pH7 (1/1, V/V).
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Purification des pyoverdines
Quelques colonies isole´es sur King B sont mises en suspension dans 1 mL de CAA pour
ensemencer 200 mL du meˆme milieu dans une fiole d’un litre de´pourvu de toute trace de fer. La
culture est conduite pendant 20 heures a` 30˚C sous agitation orbitale (130 rpm). La culture est
alors centrifuge´e a` 10000 g pendant 30 minutes. Le surnageant est alors filtre´ sur membrane de
nitro-cellulose 0,22 µm. Les pyoverdines sont alors purifie´es sur colonne C18 maxi-clean (Alltech).
La colonne est conditionne´e par 200 mL de me´thanol pur, rince´e par 90 mL d’eau, l’e´chantillon
(100 mL) est alors de´pose´. La colonne est ensuite lave´e par 100 mL d’eau et se´che´e a` l’air. Les
pyoverdines sont e´lue´es par 100 mL de me´thanol a` 80%. L’e´chantillon peut ensuite eˆtre concentre´
sous vide.
6.4.2 Re´sultats - Discussion
Production de pyoverdine par Pseudomonas entomophila
La souche a e´te´ ensemence´e sur boˆıtes King B. Deux te´moins sont e´galement ensemence´s sur
la meˆme boˆıte. Le premier te´moin, positif, est la souche de P. aeruginosa 7NSK2 qui produit
de la pyoverdine [Ho¨fte et al., 1991] et le second te´moin, ne´gatif, est Bacillus subtilis 168 qui, en
condition de carence en fer, produit la bacillibactine (NOR00330), un side´rophore non fluorescent.
Fig. 6.7 – Boˆıte King B photographie´e sous ultra-violets ensemence´e avec a) B. subtilis 168 b)
P. entomophila L48 c) P. aeruginosa 7NSK2
La boˆıte contenant les trois espe`ces a e´te´ photographie´e sous rayonnement ultra-violet (figure
6.7). Les re´sultats montrent bien que les souches P. entomophila L48 et P. aeruginosa produisent
bien une mole´cule qui fluoresce en re´ponse a` une carence en fer, contrairement a` la souche
B. subtilis 168. Ces re´sultats confirment l’hypothe`se de la synthe`se d’une pyoverdine par P.
entomophila L48.
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Cine´tique de production
P. entomophila L48 a e´te´ ensemence´e en milieu CAA liquide. Les e´chantillons ont e´te´ pre´leve´s
a` diffe´rents temps. Un spectre d’absorption est re´alise´ entre 350 et 450 nm. La mesure de densite´
optique a` 600 nm nous renseigne sur la biomasse et la mesure d’absorbance a` 400 nm nous
renseigne sur la quantite´ de pyoverdine pre´sente dans le milieu de culture.
Fig. 6.8 – Cine´tique de production de pyoverdines par P. entomophila L48 (PE) et P. Aeruginosa
7NSK2 (PA)
La figure 6.8 montre la cine´tique de production de pyoverdine. Nous constatons qu’a` partir de
24 heures la croissance, ainsi que la production de pyoverdine, stagnent chez P. entomophila L48.
Il n’est donc pas ne´cessaire de laisser pousser les souches plus longtemps. Nous pouvons e´galement
remarquer que P. entomophila L48 semble produire une quantite´ plus faible de pyoverdine que
la souche te´moin P. aeruginosa 7NSK2. Il est tre`s difficile d’interpre´ter des re´sultats de courbe
de croissance et de production de pyoverdine pour diffe´rentes raisons. Tout d’abord, la sensibilite´
de la re´gulation par la concentration en fer de la synthe`se de pyoverdine varie d’une souche a`
l’autre. Dans un meˆme milieu, les productivite´s peuvent s’ave´rer tre`s diffe´rentes en fonction des
souches. Dans l’article [Lecle`re et al., 2009], il a e´te´ montre´ que dans des conditions de culture
identiques, la souche P. aeruginosa 7NSK2 produit des quantite´s beaucoup plus importantes de
pyoverdine que les deux autres souches conside´re´es dans l’article (P. fluorescens et P. putida).
Par ailleurs la quantite´ de pyoverdine produite e´tant souvent tre`s largement excessive par rapport
aux besoins, la corre´lation avec la cine´tique de croissance est difficile. La troisie`me hypothe`se est
que dans des conditions importantes de stress en fer, une dihydropyoverdine peut eˆtre produite,
qui n’absorbe pas a` 400 nm ([Jacques et al., 2003]). La production infe´rieure de pyoverdine dans
le cas de P. entomphila pourrait donc eˆtre cause´e par la formation de dihydropyoverdine, qui
n’est pas de´tecte´e par spectrome´trie. Une autre hypothe`se est que la souche peut aussi produire
d’autres side´rophores que la pyoverdine. Dans l’article tre`s re´cent [Matthijs et al., 2009], les
auteurs ont mis en e´vidence la synthe`se de deux side´rophores par P. entomophila : une pyoverdine
et la pseudomonine, ce qui pourrait expliquer la production moindre de pyoverdine chez P.
entomophila puisque cette souche synthe´tise un second side´rophore. Enfin, la dernie`re hypothe`se
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est qu’il exite un besoin particulier en monome`re qui ne serait pas assure´ par le milieu, cependant,
ve´rifier cette hypothe`se est particulie`rement difficile car il faut controˆler les traces de fer ajoute´es
qui pourraient contaminer les solutions d’acides amine´s ajoute´s.
Purification
La souche a e´te´ cultive´e pendant 24 heures dans le milieu CAA sous agitation et la pyoverdine
purifie´e sur colonne C18. Nous avons re´alise´ le spectre d’absorption entre 350 et 450 nm du
produit purifie´ (figure 6.9).
Fig. 6.9 – Spectre d’absorption entre 350 et 450 nm du produit purifie´
Le spectre d’absorption montre un spectre caracte´ristique des pyoverdines, avec un pic a`
400 nm, ce qui prouve que la pyoverdine est pre´sente apre`s la purification. Un e´chantillon sera
envoye´ a` l’e´quipe de Mathias Scha¨fer (Institut fu¨r Organische Chemie der Universita¨t zu Ko¨ln,
Allemagne) pour de´terminer la structure de la pyoverdine synthe´tise´e par P. entomophila par
spectrome´trie de masse [Moon et al., 2008].
Dans l’article [Matthijs et al., 2009] paru tre`s re´cemment, les auteurs ont prouve´
expe´rimentalement la synthe`se d’une nouvelle pyoverdine par P. entomophila. Apre`s avoir purifie´
la pyoverdine sur colonne C18, une analyse par spectrome´trie de masse a permis l’identification
des dix re´sidus composant la partie peptidique. Ils ont ensuite utilise´ la me´thode de mutage´ne`se
plasposon pour ge´ne´rer des insertions de transposons dans le chromosome de P. entomophila.
Cinq mutants contenant des insertions dans diffe´rents ge`nes du cluster de la pyoverdine, dont un
dans la synthe´tase du chromophore et trois dans les synthe´tases intervenant dans la synthe`se de
la partie peptidique, ont e´te´ isole´s et ont montre´ une perte totale de la flusorescence, prouvant
ainsi l’implication de ces diffe´rents ge`nes dans la synthe`se de la pyoverdine.
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Dans cette section, nous avons dans un premier temps de´montre´ l’utilite´ de Norine pour
l’analyse des peptides non-ribosomiaux avec l’e´tude d’un cluster NRPS chez Lactococcus lactis
produisant probablement un lipopeptide antibiotique et surfactant. Ensuite, nous avons e´tudie´
les diffe´rents clusters NRPS chez Pseudomonas entomophila. Nous avons confirme´ la synthe`se
par voie non-ribosomiale d’un lipopeptide par le cluster 3 et d’une pyoverdine par le cluster
4. Les auteurs nous ont confirme´ la synthe`se d’un lipopeptide par le cluster 3, qu’ils e´tudient
actuellement. Nous avons donc de´cide´ de nous concentrer sur la pyoverdine et avons valide´
expe´rimentalement la synthe`se d’une pyoverdine par cette souche.
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Conclusion et perspectives
Les travaux pre´sente´s ici ont permis le de´veloppement de Norine, plate-forme logicielle pour
l’analyse des peptides non-ribosomiaux dont le but est de centraliser les donne´es sur ces peptides,
ainsi que de faciliter leur analyse a` l’aide de divers outils informatiques.
Les peptides non-ribosomiaux pre´sentent des activite´s biologiques importantes et varie´es (an-
tibiotique, anti-tumorale, immuno-modulatrice, ...). Certains de ces peptides sont utilise´s dans
le domaine me´dical comme la cyclosporine, un immuno-suppresseur utilise´ apre`s une greffe ou
la daptomycine (commercialise´e sous le nom de Cubicin), un antibiotique utilise´ pour traiter
les infections bacte´riennes a` Gram positif. Les activite´s biologiques de ces peptides en font des
mole´cules de grand inte´reˆt. En effet, l’apparition d’une re´sistance de certaines bacte´ries aux
antibiotiques me`ne a` la recherche continuelle de nouveaux antibiotiques. De la meˆme manie`re,
un des enjeux de la socie´te´ actuelle est la lutte contre le cancer par le de´veloppement d’a-
gents anti-tumoraux efficaces. Les peptides non-ribosomiaux montrent alors un potentiel e´norme
pour l’industrie pharmaceutique. La modification ge´ne´tique des synthe´tases implique´es dans la
synthe`se d’un peptide peut mener a` la production d’un peptide modifie´ pouvant pre´senter une
nouvelle ou une meilleure activite´ biologique. Cependant, le processus d’obtention de nouveaux
peptides actifs est difficile et se heurte a` de nombreux proble`mes. De meilleures connaissance sur
la voie de biosynthe`se non-ribosomiale et sur les peptides produits, ainsi que des outils informa-
tiques performants permettraient la mise en place de protocoles plus adapte´s a` l’obtention de
nouveaux peptides bioactifs par modifications ge´ne´tiques des synthe´tases. En effet, connaˆıtre les
relations structure/fonction des peptides ou les monome`res spe´cifiques a` une activite´ biologique
orienterait les modifications ge´ne´tiques a` entreprendre.
Dans le but de regrouper les connaissances sur les peptides non-ribosomiaux, nous avons mis
en place une base de donne´es contenant actuellement plus de 1 000 peptides. Pour chaque peptide,
diffe´rentes annotations sont disponibles telles que l’activite´ biologique, la structure ou encore les
organismes producteurs. Norine contient e´galement des informations sur les monome`res incor-
pore´s au sein des peptides non-ribosomiaux. Nous avons de´veloppe´ une interface Web conviviale,
et permettant l’interrogation de la base en fonction des diffe´rentes annotations. L’interface of-
fre aux biologistes la possibilite´ de trouver et consulter les informations concernant des peptides
d’inte´reˆt. Par exemple, un biologiste travaillant sur un organisme donne´ peut facilement identifier
les peptides non-ribosomiaux produits par cet organisme graˆce a` Norine. De meˆme, lors de l’i-
dentification d’un peptide, l’une des premie`res donne´es obtenues est souvent la masse mole´culaire,
qui peut eˆtre recherche´e dans Norine et ainsi, le biologiste peut obtenir la liste des peptides
pre´sentant une masse mole´culaire similaire.
Norine permet e´galement la recherche de peptides en fonction de diverses caracte´ristiques
structurales graˆce aux outils informatiques que nous avons de´veloppe´s. Lors de la de´couverte d’un
peptide, la premie`re e´tape est de savoir si ce peptide a e´te´ identifie´ auparavant. Pour ce faire, l’u-
tilisateur peut rechercher si le peptide d’inte´reˆt est pre´sent dans Norine. Nous avons e´galement
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mis en place une me´thode efficace pour la recherche de motifs structuraux au sein des peptides
contenus dans Norine. Cette fonctionnalite´ s’ave`re tre`s utile lors de la phase de pre´diction d’un
peptide a` partir de la se´quence prote´ique d’une synthe´tase identifie´e dans un ge´nome d’inte´reˆt.
En effet, la pre´diction fournit ge´ne´ralement a` l’utilisateur une structure partielle, contenant des
incertitudes, c’est-a`-dire des monome`res non pre´dictibles ou plusieurs monome`res possibles a`
une position donne´e. Cette structure partielle peut eˆtre recherche´e sous la forme d’un motif dans
Norine pour aider l’identification du peptide. La me´thode de recherche de motifs structuraux
a ensuite e´te´ e´tendue a` la recherche de peptides similaires a` un peptide d’inte´reˆt. Les peptides
posse´dant des structures similaires pre´sentent souvent des fonctions similaires. Cette fonction-
nalite´ permet donc de mettre en e´vidence des caracte´ristiques biologiques pouvant orienter les
validations expe´rimentales.
Les peptides non-ribosomiaux sont mode´lise´s par des graphes e´tiquete´s non-oriente´s. Les
graphes sont utilise´s dans de nombreux domaines comme par exemple en che´mo-informatique
ou` ils mode´lisent des mole´cules, en bio-informatique, ou` ils peuvent mode´liser des re´seaux de
re´gulation de ge`nes ou des re´seaux me´taboliques, ou encore dans divers domaines de l’informa-
tique tels que l’analyse d’images ou les technologies du Web. La recherche de motifs structuraux
et de sous-structures communes maximales sont des ope´rations utiles et ne´cessaires dans tous
ces domaines. Les me´thodes que nous avons de´veloppe´es s’ave`rent tre`s efficaces et peuvent eˆtre
applique´es et e´tendues pour les autres domaines utilisant les graphes.
Nous avons ensuite exploite´ les donne´es contenues dans Norine en re´alisant des e´tudes
statistiques qui nous ont permis de mettre en e´vidence des proprie´te´s biologiques inte´ressantes.
L’une des plus remarquables est la spe´cificite´ des monome`res en fonction de l’activite´ biologique.
Cette observation nous a conduit a` l’e´laboration d’un outil d’aide a` la pre´diction de l’activite´
biologique en fonction de la composition monome´rique d’un peptide. La mise en e´vidence d’une
spe´cificite´ des monome`res en fonction de l’activite´ biologique ouvre de nombreuses perspectives.
L’une d’elles est de pouvoir mettre en e´vidence des motifs structuraux caracte´ristiques d’une
activite´. En effet, le fait que certains monome`res semblent eˆtre caracte´ristiques d’une activite´
donne´e nous ame`ne a` penser que des motifs structuraux caracte´ristiques d’une activite´ biologique
peuvent eˆtre de´duits des peptides pre´sents dans Norine. Une autre perspective ouverte par
cette observation est une meilleure compre´hension de la relation structure/fonction. En effet,
en utilisant une annotation se´mantique de l’activite´ biologique du type Gene Ontology, il serait
possible de stocker le processus biologique dans lequel le peptide intervient, ainsi que sa cible, ce
qui permettrait de mieux comprendre les relations entre la structure d’un groupe de peptides et
leurs fonctions biologiques.
Nous avons e´galement montre´ que les peptides pre´sentent des caracte´ristiques spe´cifiques
en fonction de l’organisme producteur. En effet, nous avons mis en e´vidence des diffe´rences de
composition et de structure entre les peptides synthe´tise´s par les bacte´ries et ceux synthe´tise´s
par les champignons. Ces analyses ont aussi montre´ une similarite´ de composition et de structure
entre les peptides isole´s chez les me´tazoaires, principalement des e´ponges, et ceux produits par
les bacte´ries. Cette observation renforce l’hypothe`se selon laquelle les peptides isole´s chez les
me´tazoaires sont en fait synthe´tise´s par des bacte´ries symbiotiques. Ces spe´cificite´s en fonction
de l’organisme producteur pourraient aider a` l’identification de l’organisme producteur lors de
l’isolement de peptides a` partir de surnageants de culture ou de colonies.
Nous avons ensuite prouve´ l’utilite´ et l’efficacite´ de nos outils en analysant des peptides
non-ribosomiaux putatifs. En effet, les diffe´rents outils mis en place nous ont permis de
mettre en e´vidence des proprie´te´s biologiques pour ces peptides putatifs. Nous avons valide´
expe´rimentalement les proprie´te´s biologiques re´ve´le´es lors de l’e´tude d’une nouvelle pyoverdine
140
synthe´tise´e par Pseudomonas entomophila.
En moins de trois ans, Norine est devenue la ressource de re´fe´rence internationale pour les
peptides non-ribosomiaux. Par exemple, elle est une base de re´fe´rence pour wwPDB, au meˆme
titre que GenBank et UniProt. Ces travaux ont e´te´ publie´s dans des journaux internationaux,
mais aussi pre´sente´s dans de nombreuses confe´rences, nationales et internationales, biologiques et
informatiques (voir la liste des publications et communications). Lors de la septie`me confe´rence
de la Socie´te´ Franc¸aise de Microbiologie, nous avons obtenu le prix du meilleur poster sur plus
de 300 posters pre´sente´s, ce qui montre encore une fois l’inte´reˆt de la communaute´ scientifique
pour notre travail.
Norine est destine´e a` croˆıtre afin de garder la base de donne´es comple`te et a` jour. De meˆme,
certains outils de Norine peuvent eˆtre ame´liore´s, comme par exemple la recherche par similarite´
qui ne ge`re pas, pour le moment, les insertions/de´le´tions de monome`res. Notre outil de pre´diction
de l’activite´ biologique peut eˆtre ame´liore´ avec, par exemple, le calcul d’une p-valeur ou la prise
en compte d’autres proprie´te´s.
Le but de Norine est de centraliser toutes les informations et outils facilitant l’analyse
des peptides non-ribosomiaux. A terme, Norine doit proposer des outils pour pre´dire puis
analyser un peptide, a` partir de la se´quence nucle´ique ou prote´ique d’une synthe´tase. Nous avons
commence´ une collaboration avec l’e´quipe de Daslav Hranueli (Universite´ de Zagreb, Croatie).
Cette e´quipe a de´veloppe´ ClustScan, un logiciel d’annotation semi-automatique de clusters de
ge`nes de biosynthe`se modulaire dans les ge´nomes. Le but de cette collaboration est d’utiliser
ClustScan pour cre´er une base de donne´es sur les synthe´tases, comple´mentaire et lie´e a` notre
base de donne´es sur les peptides.
Notre plate-forme a pour finalite´ de centraliser un maximum de donne´es sur les peptides non-
ribosomiaux. Nous sommes en contact avec l’e´quipe de Pavel Pevzner (Universite´ de California
San Diego, Etats-Unis) qui travaille sur les donne´es de spectrome´trie de masse pour les peptides
non-ribosomiaux. Cette collaboration devrait aboutir a` l’ajout de donne´es de spectrome´trie de
masse dans Norine.
Ces travaux ont permis de centraliser les donne´es sur les peptides non-ribosomiaux et de
de´velopper des nouveaux outils informatiques pour leur analyse. Malgre´ les nombreuses perspec-
tives et le travail restant encore a` effectuer, Norine est d’ores et de´ja` une ressource importante
pour le domaine en pleine expansion des peptides non-ribosomiaux.
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